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INTRODUCCIÓN: La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma más común de 
demencia. Un estudio previo en población colombiana reportó la asociación significativa 
entre el alelo ε4 de APOE, el alelo G del rs2075650 de TOMM40 y el anticipo de la edad 
de inicio de la enfermedad.  Aunque el alelo ε4 de APOE es el principal factor de riesgo 
genético para EA, la presencia de este alelo por sí sola no es suficiente para causar la 
enfermedad. Múltiples investigaciones han reportado cambios en la metilación del ADN en 
EA, tanto a nivel global como a nivel de locus específicos. OBJETIVO: Caracterizar los 
patrones de metilación de las islas CpG de los genes APOE y TOMM40 en sangre 
periférica de pacientes colombianos con EA. MATERIALES Y MÉTODOS: Se extrajo ADN 
de sangre periférica de 54 pacientes colombianos con EAE y 54 controles sanos, el cual 
fue tratado con bisulfito de sodio. Se identificaron los niveles de metilación de la isla CpG 
de APOE y la playa de la isla CpG de TOMM40 usando las metodologías MS-HRM y BSP. 
Los datos obtenidos fueron analizados mediante un modelo de regresión beta. 
RESULTADOS: Se encontraron discrepancias entre los resultados obtenidos mediante 
ambas técnicas, mientras que la metodología MS-HRM mostró una tendencia hacia la 
hipermetilación en el grupo de pacientes con EAE con respecto a los controles, la 
metodología BSP mostró una tendencia hacia la hipometilación. Se evidenció mediante la 
metodología BSP hipometilación en pacientes con EAE en dos CpGs, la CpG 148 de 
APOE y la CpG 141 de TOMM40. Independientemente del diagnóstico, los portadores del 
alelo ε4 de APOE tienen menor porcentaje de metilación en la CpG 162 y CpG 182 de 
APOE, mientras que los portadores del genotipo GG del SNP rs2075650 de TOMM40 
tienen diferencias en el porcentaje de metilación, disminuyendo en la CpG 148 de APOE 
y aumentando en la CpG 130 y CpG 155 de TOMM40. Adicionalmente, a medida que 
aumenta la edad de inicio disminuye la metilación en la CpG 148, CpG 162 y CpG 213 de 
APOE y CpG 155 de TOMM40. CONCLUSIONES: La metodología BSP ofrece 
información más precisa sobre el estado de metilación de las regiones analizadas. Se 
identificó que las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMM40, 
tanto en pacientes como en controles se encuentran hipermetiladas. Las diferencias 
significativas encontradas entre la metilación del ADN en las regiones analizadas de la isla 
de APOE y la playa de la isla de TOMM40, no solo entre los pacientes y los controles, sino 
también en portadores y no portadores de ciertos alelos, indican la gran complejidad de 
esta región a nivel epigenético. 
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INTRODUCTION: Alzheimer’s disease (AD) is the most common dementia. A Previous 
study in a Colombian population reported a significant association between APOE ε4 allele, 
TOMM40 G allele (rs2075650) and the earlier onset of the disease. Although APOE ε4 
allele is the main genetic risk factor for AD, the presence of this allele by itself is not enough 
to cause the disease. Several research studies have reported changes in the DNA 
methylation in AD globally and loci specific. AIM: To characterize methylation patterns of 
the CpG islands of APOE and TOMM40 genes in peripheral blood of Colombian AD 
patients. METHODS:  DNA was isolated from peripheral blood in 54 Colombian AD patients 
and 54 healthy controls and then treated with sodium bisulphite. Methylation levels of 
APOE CpG Island and TOMM40 CpG shore were identified by MS-HRM and BSP 
methodologies. Data analysis was performed using a beta regression model. RESULTS: 
Differences between results were identified.  MS-HRM methodology showed 
hypermethylation in AD patients; BSP methodology showed hypomethylation in AD 
patients. BSP methodology allowed to identify hypomethylation in AD patients at APOE 
CpG148 and TOMM40 CpG141. In the spite of diagnosis, APOE ε4 allele carriers have a 
lower methylation percentage at APOE CpG162 and CpG182, whereas TOMM40 GG 
genotype (rs2075650) carriers have a lower methylation percentage at APOE CpG148 and 
higher methylation percentage at TOMM40 CpG130 and CpG155. In addition, as onset 
age increases, methylation at APOE CpG 148, CpG 162, CpG 213 and TOMM40 CpG 155 
decreases. CONCLUSIONS: BSP methodology provides more specific information about 
methylation levels in the evaluated regions. APOE CpG Island and TOMM40 CpG shore 
are hypermethylated in AD patients and healthy controls. The differences found in DNA 
methylation in APOE CpG Island and TOMM40 CpG shore indicate the epigenetic 
complexity of this region, not only among patients and controls, but also in carriers and no 
carries of certain alleles. 
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia, se estima que del 
60% al 80% de los casos  de demencia corresponden a esta enfermedad, que se 
caracteriza por un descenso progresivo en las funciones cognitivas, las cuales típicamente 
comienzan con deterioro de la memoria, acompañados por alteraciones en el juicio, 
desorientación, confusión, cambios de comportamiento y dificultad en el habla, comer y 
caminar [1]. 
En el año 2001, en Latino América 3,4 millones de personas mayores de 60 años sufrían 
de demencia, para el 2040 se proyecta que el número aumente a 9,2 millones en esta 
población [2]. La tasa de prevalencia e incidencia para Enfermedad de Alzheimer se 
incrementa exponencialmente con la edad, con un aumento más notable en la séptima y 
octava década de vida [3]. Adicionalmente, se predice que para el año 2050, la enfermedad 
de Alzheimer generará el mayor gasto en salud pública superando el gasto generado por 
el cáncer y las enfermedades cardiovasculares [2]. 
La EA es la principal enfermedad neurodegenerativa. Se define clínicamente por la pérdida 
progresiva de las funciones cognitivas que llevan a la demencia y por último a la muerte. 
A nivel neuropatológico se caracteriza por la presencia de placas seniles formadas por la 
agregación de péptidos amiloide beta (Aβ), provenientes del clivaje de la proteína 
precursora amiloide (APP) y por ovillos neurofibrilares, formados por la proteína tau 
hiperfosforilada, la cual está involucrada en el ensamblaje de microtúbulos. Estos cambios 
patológicos van acompañados de la pérdida de neuronas y de la sinapsis [3, 4]. 
La EA se clasifica según su edad de inicio en enfermedad de Alzheimer de inicio temprano 
(EOAD, Early-Onset Alzheimer’s Disease) que corresponde a sólo 1-5% de los casos de 
EA, los cuales exhiben una edad de inicio antes de los 65 años, la cual tiene una forma de 
herencia autosómica dominante, por lo que también se le denomina enfermedad de 
Alzheimer familiar (EAF), que está asociada con mutaciones en los genes de la proteína 
precursora amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2) [3, 4], por otro 
lado, está la enfermedad de Alzheimer de inicio tardío (LOAD, Late-Onset Alzheimer’s 
Disease) de la cual hace parte la mayoría de los casos (> 95%) con una edad de inicio 
mayor a los 65 años, considerada como una enfermedad compleja ya que no tiene un 
patrón de herencia mendeliana y es causada por múltiples factores de riesgo entre ellos 
factores genéticos y ambientales, también denominada como enfermedad de Alzheimer 
esporádica (EAE). El único gen establecido como factor de riesgo genético para EAE es el 
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gen de la apolipoproteína E (APOE), el cual tiene tres alelos polimórficos (ε2, ε3 y ε4), 
siendo el alelo ε3 es el más común en la población (77%), el ε2 es el menos común (8%) 
que se ha asociado con protección contra EAE y el alelo ε4 asociado con riesgo de 
desarrollar EAE [3, 4]. La prevalencia del alelo ε4 en los pacientes con EA es mayor del 
50%, por lo tanto los  individuos con uno de los alelos ε4 tienen tres a cuatro veces más 
probabilidades de desarrollar la enfermedad que aquellos que no poseen este alelo [5]. 
Múltiples estudios de genoma completo (GWAS, Genome-Wide Association Studies) 
realizados en EA han respaldado al alelo ε4 de APOE como el factor de riesgo genético 
siendo el hallazgo más significativo, pero también han implicado a muchos más loci con 
EA, por lo que se ha sugerido que otros genes pueden estar involucrados en el desarrollo 
de la enfermedad aunque no tengan un efecto similar a APOE [4, 6]. En algunos de estos 
GWAS se ha confirmado que la región con desequilibrio de ligamiento que contiene los 
genes APOE, TOMM40 Y APOC1 está asociada con EAE [7] 
El grupo de Neurociencias de la Universidad Nacional reportó en un estudio caso-control 
con pacientes colombianos una fuerte asociación del SNP rs2075650 de TOMM40 con EA, 
encontrando que los pacientes con EA portadores de un alelo ε4 de APOE  y del alelo G 
del rs2075650 presentan una edad promedio de inicio de la enfermedad seis años más 
temprano que aquellos pacientes portadores del alelo A y una edad de inicio 13 años antes 
cuando se asocia con un genotipo homocigoto para ε4, identificando a TOMM40 como un 
gen importante en la EA en población colombiana [8].  
Aunque APOE ε4 sigue siendo identificado como el principal factor de riesgo para EAE y 
existen numerosas hipótesis acerca de cómo éste aumenta el riesgo de la enfermedad, 
aún no se conoce el mecanismo preciso por el cual este alelo ejerce su efecto. Algunos 
portadores del alelo ε4 no manifiestan consecuencias biológicas asociadas con EA y 
permanecen cognitivamente normales en su vejez, lo cual indica que la presencia del alelo 
ε4 por sí sola no es suficiente para causar EA [9]. Estos resultados han llevado a la 
deducción de que APOE y el aleo ε4 pueden tener funciones adicionales que van más allá 
de ser solo un templete codificante para una proteína, sino que puede estar involucrado 
en la regulación transcripcional, la cual puede ser mediada por la metilación del ADN [10]. 
El gen APOE tiene una isla CpG bien definida que coincide con la región 3’ del exón 4, en 
la cual está ubicada la región donde se encuentran los alelos de APOE, esta isla está 
enriquecida con dinucleótidos CpG, los cuales son los blancos naturales para la metilación 
del ADN, estudios han demostrado altos niveles de metilación a lo largo de esta isla. [10] 
Se ha manejado la hipótesis que la isla de APOE es un potenciador transcripcional que 
puede regular múltiples genes en el locus de APOE, entre ellos el gen TOMM40. La 
actividad potenciadora de la isla de APOE puede ser modificada por su estado de 
metilación, influenciada por el tipo celular, los alelos de APOE y por haplotipos en el 
promotor, esta actividad modula la expresión de TOMM40, lo cual apoya a la hipótesis que 
la isla de APOE hace parte de una red de regulación transcripcional actuando como un 
potenciador/silenciador que puede estar relacionado con el desarrollo de la patogénesis 
de EA [10, 11] 
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En este trabajo se analizaron los patrones de metilación del ADN de la isla CpG de APOE 
y la playa CpG de TOMM40 en sangre periférica de una submuestra de pacientes con 
Enfermedad de Alzheimer y controles sanos del Biobanco de Demencias del Instituto de 
Genética de la Universidad Nacional de Colombia, mediante las metodologías de 
Methylation Sensitive- High Resolution Melting (MS-HRM) y Bisulfite Sequencing PCR 
(BSP). Los porcentajes de metilación obtenidos en ambas regiones evaluadas fueron 
analizados mediante un modelo de regresión beta, evaluando factores como el 
diagnóstico, edad de inicio de la enfermedad, alelo de riesgo ε4 de APOE y genotipo de 
TOMM40 para el SNP rs2075650. 
Los resultados obtenidos son útiles para la identificación de las CpGs individuales en la 
isla CpG de APOE y playa CpG de TOMM40 que presentan diferencias significativas en 
su porcentaje de metilación y su implicación en la patogénesis de la EA en la población 























































1. Capítulo 1. Marco Teórico  
1.1 Enfermedad de Alzheimer 
La EA es la forma más común de demencia, se estima que en el año 2015 
aproximadamente 44 millones de personas alrededor del mundo tenían EA o una demencia 
relacionada [12]. Cada año se presentan 4,5 millones de casos nuevos de demencia, para 
el año 2030 esta cifra puede llegar a duplicarse [13]. Estas cifras son probablemente un 
subestimado debido a que no se incluyen los estados clínicos tempranos de la enfermedad 
[14].  
La EA se caracteriza clínicamente por el deterioro progresivo de la memoria y de las 
funciones cognitivas, tales como cambios en las habilidades atencionales y de solución de 
problemas, con el progreso de la demencia se puede presentar disfunción del lenguaje, 
dificultad viso-espacial, pérdida de la perspicacia y cambios de la personalidad, lo que 
puede llevar a la pérdida de la autonomía del paciente y por este motivo  requerir cuidado 
médico de tiempo completo [14]. Debido a esto, la EA no sólo tiene un fuerte impacto en 
los pacientes y los cuidadores, también existe una gran carga en la sociedad y en la salud 
pública debido a los altos costos asociados con el cuidado y tratamiento de la demencia, 
por este motivo la EA y otras demencias son probablemente uno de los problemas de salud 
pública global más importantes [12, 14]. 
A nivel neuropatológico se caracteriza por la presencia de placas extracelulares formadas 
por la agregación de péptidos amiloide β (Aβ), provenientes del clivaje de la proteína 
precursora amiloide (APP) y por ovillos neurofibrilares, formados por la proteína tau 
hiperfosforilada, la cual está involucrada en el ensamblaje de microtúbulos [3, 4]. Además 
de las placas y los ovillos, hay otras marcas neuropatológicas y neuroquímicas en EA, 
incluido la pérdida de sinapsis y la muerte neuronal selectiva, también el decremento en 
marcadores de ciertos neurotransmisores. Las neuronas son particularmente vulnerables 
en EA incluidas aquellas en la capa II de la corteza entorrinal, las capas piramidales del 
hipocampo y ciertas áreas de la neocorteza temporal, parietal y frontal [14].  
La EA se clasifica según su edad de inicio en enfermedad de Alzheimer de inicio temprano 
(EOAD, Early-Onset Alzheimer’s Disease) o enfermedad de Alzheimer Familiar (EAF), que 
corresponde a sólo 1-5% de los casos de EA, los cuales exhiben una edad de inicio antes 
de los 65 años y en enfermedad de Alzheimer de inicio tardío (LOAD, Late-Onset 
Alzheimer’s Disease) o Enfermedad de Alzheimer Esporádico (EAE) de la cual hace parte 
la mayoría de los casos (> 95%) con una edad de inicio mayor a los 65 años. Aunque las 
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dos formas de EA no se pueden diferenciar clínicamente, ambas están asociadas con 
patrones de herencia diferentes [3, 4].  
La EAF tiene una forma de herencia autosómica dominante que está asociada con 
mutaciones raras y con una penetrancia alta (> 85%) en los genes de la proteína 
precursora amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2), los cuales 
están involucrados en un mecanismo patogénico común que involucra el clivaje de APP y 
la generación y agregación de Aβ, lo cual lleva a la hipótesis de la cascada amiloide [3, 4]. 
Según esta hipótesis, APP es proteolíticamente procesada por α-, β-, y γ-secretasa en dos 
vías diferentes: la vía no amiloidogénica o la amiloidogénica, las cuales llevan a la 
producción de diferentes péptidos. En la vía no amiloidogénica, la proteólisis de APP se 
da por α- y γ-secretasa produciendo fragmentos no patogénicos (sAPPα y el fragmento α-
C-terminal). Sin embargo, en la vía amiloidogénica, enriquecida en las neuronas, la 
proteólisis de APP por β-secretasa y γ-secretasa da origen a una mezcla de péptidos con 
diferentes longitudes, dentro de estas se encuentran dos especies principales de Aβ: Aβ 
1-40 (90%) y Aβ 1-42 (10%). Los fragmentos Aβ 1-42 son más propensos a agregarse y 
están predominantemente presentes en las placas amiloides en los cerebros de los 
pacientes con EA. Se han descrito un total de 30 mutaciones en APP, todas estas afectan 
la proteólisis de APP a favor de Aβ 1-42 [12, 15, 16]. APP es altamente expresado en el 
Sistema Nervioso Central (SNC), particularmente en las neuronas. El Aβ es relativamente 
abundante en el fluido cerebro-espinal en concentraciones de 10 a 20 ng/ml, este péptido 
está presente en niveles mucho menores en el plasma  [17, 18]. 
EAE es la forma más frecuente de demencia afectando a 24 millones de personas 
alrededor del mundo [19]. La tasa de incidencia anual de EA se incrementa del 1% entre 
personas de 65 años a aproximadamente 8% para personas mayores de 85 años [20]. Se 
considera que EAE es una enfermedad compleja, ya que no tiene un patrón de herencia 
mendeliana y es causada por múltiples factores de riesgo entre ellos factores genéticos y 
ambientales. El único gen establecido como factor de riesgo genético para EAE es el gen 
de la apolipoproteína E (APOE)  [3, 4]. 
El gen APOE tiene tres alelos polimórficos (ε2, ε3 y ε4). El alelo ε3 es el más común en la 
población (77%) y el ε2 es el menos común (8%) y está asociado con protección contra 
EAE [5].  La prevalencia del alelo ε4 en los pacientes con EA es del 40 al 65%, por lo tanto 
los individuos con uno de los alelos ε4 tienen tres a cuatro veces más probabilidades de 
desarrollar la enfermedad que aquellos que no poseen este alelo, mientras que tener dos 
copias está asociado con 15 veces más riesgo [12]. Adicionalmente, cada alelo ε4 
heredado reduce la edad de inicio de 6 a 7 años [12, 14, 20]. 
Los tres alelos de APOE codifican para tres isoformas de la proteína (APOE2, APOE3 y 
APOE4), las cuales se diferencian entre sí por los aminoácidos en las posiciones 112 y 
158, estas diferencias alteran la estructura de la proteína e influencian la asociación con 
lípidos y la unión a receptores. La isoforma APOE4 está asociada con EA y sus procesos 
patogénicos tales como la agregación de Aβ, la formación de ovillos, el procesamiento 
amiloidogénico y la toxicidad neuronal, mientras que la isoforma APOE3 está asociada con 
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funciones del cerebro normal como la reparación sináptica, la plasticidad sináptica, el 
transporte de colesterol y la eliminación de Aβ [5]. 
El uso del alelo ε4 de APOE en la predicción de la EA en el ámbito clínico es limitado, no 
solo debido a la restricción de las consecuencias terapéuticas actuales, sino también 
debido a que el alelo ε4 no es necesario ni suficiente para causar la enfermedad [20-23]. 
Hasta el 75% de los individuos heterocigotos para el alelo ε4 no desarrollan EA y hasta el 
50% de las personas con EA no son portadoras del alelo de riesgo [24].  
Se ha estimado que el efecto de alelo ε4 cuenta para el 27.3% de la heredabilidad de EA  
[25], debido a que acerca del 50% de los individuos con EA son portadores del alelo ε4, lo 
que sugiriere que otros factores genéticos pueden contribuir al riesgo de la enfermedad 
[14], por lo que se continúa en la búsqueda de factores de riesgo genético que aporten a  
la parte de la heredabilidad que aún no se ha encontrado [12].  Aunque existe una fuerte 
asociación entre APOE y EAE, la cual es útil para la predicción de la enfermedad, dado 
que es una enfermedad multifactorial, el uso del perfil genético debe ser complementado 
con información de factores ambientales y su relación con la genética, por medio de un 
perfil epigenético [20].   
Estudios de GWAS han identificado múltiples SNPs en al menos 20 loci adicionales 
relacionados con genes candidatos asociados con el riesgo genético para EAE [25-27], 
pero ninguno de estos ha tenido un efecto en el riesgo de EA de la magnitud del alelo ε4 
de APOE [12].  
Aunque estos loci aportan a solo una parte de la heredabilidad de la EA [20], al agrupar 
las vías en los que sus genes identificados operan, se han identificado cinco vías comunes 
que están alteradas en EA: procesos de membrana plasmática y citoesqueleto, 
homeostasis de lípidos, señalización sináptica, procesos de células inmunes y procesos 
mitocondriales. [28] 
Respecto a esta última vía, la disfunción mitocondrial es una de las características más 
prominentes en EA tanto en el cerebro como en la periferia [29, 30], siendo TOMM40 uno 
de los genes más robustos identificados en los GWAS, asociado con la función 
mitocondrial [28]. TOMM40 codifica para la subunidad Tomm40 que forma un canal de la 
translocasa de membrana externa mitocondrial (Complejo TOM) [31], la cual forma un 
canal que conduce proteínas en la membrana externa mitocondrial, facilitando la 
translocación de proteínas no plegadas del citosol hacia el espacio intermembranal [32]. 
La disfunción mitocondrial está asociada con EAE  [33-35], debido, en parte, a la 
internalización del péptido Aβ y quizás APP, mediado por el poro TOM40 [36]. La 
mitocondria internaliza APP y Aβ in vitro [37, 38], en cultivos  [33, 37] y en muestras de 
cerebros humanos de pacientes con EA [39-41] y de APP en ratones que lo sobreexpresan 
[33, 37].   
El gen TOMM40 está localizado aproximadamente a 2 Kb corriente abajo de APOE y 
debido a la localización de ambos genes, existe un fuerte desequilibrio de ligamiento (LD) 
[28, 42]. Múltiples estudios han descubierto que SNPs y variantes de TOMM40 están 
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asociados con EAE, como es el caso de una variable de longitud de timinas (rs10524523), 
localizada en el intrón 6 del gen TOMM40 que está asociado con el riesgo de EAE en 
sujetos caucásicos. Desde el descubrimiento original de la asociación del rs10524523 y la 
edad de inicio de EAE [43, 44], un número creciente de estudios han reforzado las 
observaciones originales, sin embargo otros estudios reportan datos en conflicto, fallando 
en replicar la asociación entre TOMM40 y el riesgo por EAE [45].  Esta variante de longitud 
se ha relacionado con el genotipo de APOE y se ha llegado a considerar que los haplotipos 
TOMM40 rs10524523- APOE son más informativos para el riesgo de EA que el genotipo 
APOE4 [46]. 
Por otro lado, el SNP rs2075650 de TOMM40 ha sido asociado con EA en múltiples 
estudios en su mayoría en población caucásica y asiática [47-50]. Este SNP está localizado 
en el intron 2 de TOMM40 y se encuentra corriente arriba de APOE, el cual puede estar el 
LD con ε4 y podría modular los niveles de expresión de APOE [51, 52]. Se ha descrito que 
el rs2075650 hace parte de un bloque haplotípico el cual forma un elemento enhancer 
putativo (TOMM40 IVS2-4), el cual puede modular la expresión no solo de TOMM40 sino 
que también de genes cercanos como APOE y APOC1 [53]. Algunos estudios han 
reportado un efecto sinérgico entre el rs429358 de APOE (ε4) y el rs2075650 de TOMM40 
[51, 54]. Un estudio en población colombiana reporta una fuerte asociación del rs2075650 
de TOMM40 con EA, identificando que los pacientes con EA con el alelo G del rs2075650 
y un alelo ε4 de APOE presentan una  edad de inicio de la enfermedad en promedio 6 años 
antes, comparado con los portadores del alelo A y una edad de inicio 13 años antes cuando 
se asocia con un genotipo homocigoto de APOE4 [8].  
Recientes análisis funcionales del locus APOE han revelado que la variación genética en 
este locus está influenciada significativamente por una región enhancer reguladora en cis, 
estos datos indican que múltiples elementos en cis del locus de APOE pueden influenciar 
la actividad promotora de acuerdo con el haplotipo y el tipo de célula, sugiriendo que 
estructuras reguladoras transcripcionales complejas pueden modular la expresión regional 
de los genes APOE y TOMM40 en este locus [53]. 
1.2 Epigenética y mecanismos epigenéticos 
La epigenética es el estudio de los cambios heredables en la actividad génica que no están 
asociados con ningún cambio en la secuencia del ADN [55-57]. Estos cambios pueden ser 
considerados como una forma en la cual el ambiente puede influenciar la genética [58]. 
Las modificaciones epigenéticas son la razón por la cual aunque todas las células en un 
organismo contienen la misma información genética, existe una variedad de células y 
tejidos, debido a que no todos los genes son expresados simultáneamente por todos los 
tipos celulares [56]. Estas modificaciones pueden ocurrir en un loci específico de un gen 
en células específicas para alcanzar fenotipos celulares específicos, o puede abarcar 
muchos genes en muchas células, este mecanismo orquestrado ayuda a manejar procesos 
biológicos amplios como el desarrollo y el envejecimiento [59-61]. 
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Debido a que el fenotipo y la función son afectados por los genes que son expresados y 
por los que son reprimidos, epigenéticamente estados de transcripción regulados y 
desregulados pueden llevar a resultados favorables o desfavorables para células 
específicas dentro de un mismo sistema de órganos. Así, cambios en la regulación 
epigenética puede causar que algunas células desarrollen anormalidades estructurales, 
fisiológicas y metabólicas, mientras que otras células del mismo tipo permanezcan 
normales [62].  
Los tres mecanismos epigenéticos principales incluyen la metilación del ADN, las 
modificaciones de histonas y los ARNs no codificantes. Alteraciones en estos mecanismos 
epigenéticos afectan la mayoría de procesos nucleares, tales como la transcripción y el 
silenciamiento génico, la replicación y reparación del ADN y la progresión del ciclo celular 
[57].  
1.2.1 Modificaciones de histonas 
Los cambios conformacionales en las proteínas histonas o las modificaciones de la forma 
en cómo el ADN se enrolla alrededor de las histonas, puede alterar diferencialmente el 
acceso de la maquinaria transcripcional a algunos genes [62].  
Aunque hay múltiples mecanismos por los cuales las histonas son modificadas, incluyendo 
metilación, fosforilación, ubiquitinación, sumolación, citrulinación, adenosin difosfato 
ribosilación y otras modificaciones postranscripcionales de los aminoácidos de las 
histonas, la acetilación de histonas es uno de los más estudiados. En este mecanismo, las 
acetiltransferasas de histonas (HATs) catalizan la transferencia de un grupo acetil de la 
acetilcoenzima A a los residuos de lisina en el N-terminal de las histonas, como resultado 
de la acetilación, la carga positiva de la histona es neutralizada haciendo que disminuya la 
interacción de las colas de histonas con los grupos fosfatos negativamente cargados del 
ADN asociado. Este relajamiento conformacional de la cromatina permite el acceso de 
factores de transcripción a genes dentro del complejo. Inversamente, las deacetilasas de 
histonas (HDACs) transfieren los grupos acetil de las histonas acetiladas de nuevo a la 
coenzima A, produciendo un estado de cromatina más condensada y una disminución o 
silenciamiento de la transcripción génica [62].  
1.2.2 ARNs no codificantes 
El papel de los ARN no codificantes (ncRNAs) en la regulación génica está siendo 
gradualmente descrito. Los miembros mejor caracterizados de los ncRNAs son los micro 
ARNAs (miRNAs), estos son RNAs pequeños de aproximadamente  22 nucleótidos,  que 
regulan la expresión génica de dos formas [63], por un lado los miRNAs reprimen la 
traducción al formar un complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) e induce a la 
degradación de mRNA por unión imperfecta a la región 3’ no traducida (3’UTR). Por otro 
lado, algunos miRNAs regulan positivamente la expresión de genes al potenciar la 
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traducción de mRNAs e induciendo la expresión génica al unirse al promotor del gen blanco 
[57, 64]. 
1.2.3 Metilación del ADN 
La metilación del ADN se da en los dinucleótidos CpG y es catalizada por una familia de 
las ADN metiltransferasas (DNMTs) conformada por DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b 
y DNMT4, las cuales transfieren un grupo metilo del S-adenil metionina (SAM) al quinto 
carbono de un residuo de citosina para formar 5mC [56]. En mamíferos, DNMT1 está 
involucrada en el mantenimiento de la metilación del ADN hemimetilado después de la 
replicación del ADN, copiando el patrón de metilación del ADN de la hebra padre de ADN 
a una hebra hija sintetizada nueva, por otro lado, DNMT3a y DNMT3b son importantes en 
la metilación de novo, ya que pueden establecer un patrón nuevo de metilación a un ADN 
no modificado [56]. DNMT2 es considerada como una metiltransferasa de ARN, aunque 
también tiene actividad metiltransferasa de ADN de 5-citosina [65] y forma complejos 
resistentes a la denaturación con el ADN [66].  
La metilación de los dinucleótidos CpG puede alterar la expresión génica inhibiendo la 
transcripción directamente, al interferir en la unión de factores de transcripción a sus sitios 
de reconocimiento en sus respectivos promotores e indirectamente al reclutar y unir 
represores transcripcionales específicos, como proteínas de unión al grupo metilo de CpG 
(MeCPs) tales como MeCP2 [57]. Cuando se une a ADN metilado, MeCP2 recluta HDACs 
que inducen a un estado de cromatina más condensado y decrece o silencia la 
transcripción génica [62]. Aunque se esperaría que los genes altamente metilados podrían 
estar reprimidos y que la hipometilación de un gen podría llevar a una expresión potenciada 
o una sobreexpresión comparado con el normalmente reprimido, se han encontrado 
excepciones, por lo tanto es importante la validación funcional de la expresión de los genes 
y los niveles de proteína [62] 
Datos recientes sugieren que la relación entre la metilación del ADN y la transcripción 
puede ser más compleja, la metilación en el cuerpo del gen y la metilación en los sitios no 
CpG a menudo han sido asociados con la activación de la expresión del gen [67-70] y el 
splicing alternativo en invertebrados [71, 72]. Los mecanismos involucrados en la 
demetilación de las citosinas han sido estudiados también, la demetilación llevada a cabo 
por las enzimas TET (ten-eleven translocation enzymes) realiza un cambio gradual en el 
estado de la cadena lateral de la citosina, cambiando de una citosina metilada a una 
citosina hidroximetilada (5-hmC), formil citosina, carboxil citosina y finalmente a una 
citosina no modificada por un mecanismo o enzima todavía no clasificada [73]. Cada uno 
de estos intermediarios puede tener su propio efecto en la transcripción, splicing y 
subsecuente función en la proteína, recientes estudios han mostrado que existen altos 
niveles de 5-hmC en el cerebro [74, 75] con variaciones a través de diferentes regiones 
anatómicas [28, 76]. 
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Debido a la metilación del ADN, aproximadamente el 70% de los CpGs dentro del genoma 
humano están metilados, aunque la metilación del ADN puede darse en cualquier sitio 
CpG, ya sea en regiones codificantes o no codificantes, estudios previos a menudo se han 
enfocado en regiones ricas en CpG llamadas islas CpG [77]. 
Las islas CpGs, según los criterios de Gardiner-Garden, se definen como una región 
genómica de aproximadamente 1 kb de longitud con un contenido de G+C ≥ 50% con una 
razón de CpG observados/esperados ≥ 0,6 [78, 79], las cuales se sobrelapan con las 
regiones promotoras del 60 al 70% de todos los genes humanos, aunque también se 
encuentran en menor medida en los exones o en las regiones intergénicas [80-83]. 
La posición y la conservación de las islas CpG a través de la evolución, implica que estas 
regiones poseen una importancia funcional [56]. Parece que las islas CpG han sido 
evolutivamente conservadas para promover la expresión génica al regular la estructura de 
la cromatina y la unión de los factores de transcripción. Una de las características comunes 
de las islas CpG es que contienen menos nucleosomas que otros sitios del ADN [84]. 
Aunque los sitios de unión a factores de transcripción son ricos en CG, las islas CpG están 
probablemente para potenciar la unión a los sitios de inicio de la transcripción. A pesar de 
su falta de elementos comunes del promotor, las islas CpG potencian la accesibilidad del 
ADN y promueven la unión de factores de transcripción [56].  
La mayoría de las islas CpG se encuentran en los promotores y están hipometiladas, este 
efecto es usualmente explicado por la protección de estos sitios de las ADN 
metiltransferasas por varias proteínas de unión incluyendo Sp1, E2F, CTCF y entre otras 
[85]. Aunque se han identificado por medio de microarreglos que un 3-4% de las islas CpG 
en promotores están hipermetiladas en varios tejidos somáticos, los cuales adquieren la 
metilación durante el desarrollo normal [81, 86, 87], por otro lado, los promotores con un 
contenido de CpG relativamente reducido se encuentran a menudo hipermetilados [81], 
pero se ha identificado que la mayoría de estas islas CpG hipermetiladas están en regiones 
intragénicas [88].  
Se han realizado múltiples estudios que tratan de explicar la relación de la metilación del 
ADN y la regulación génica, la mayoría de estos han analizado islas CpG asociadas con 
promotores, algunos autores han reportado que el cambio de la intensidad de la metilación 
de estas islas está correlacionada negativamente con el nivel de expresión génica [89-91], 
mientras que otros no observaron una correlación obvia entre la metilación de las islas y 
la expresión génica [81, 92-95]. 
La mayoría de metilación tejido específico está en las playas CpG, estas playas CpGs son  
regiones enriquecidas con CpGs localizadas hasta a 2 kb corriente arriba o corriente 
debajo de las islas CpG [96]. Se ha sugerido, que los patrones de metilación de las playas 
CpG están suficientemente conservadas para discriminar completamente tipos de tejidos 
a pesar de la especie de origen [97], la metilación de las playas está altamente 
correlacionada con la reducción de la expresión génica  [97].  
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En los genomas de los vertebrados, los dinucleótidos CpG aparecen en una frecuencia de 
cinco a seis veces menor de la esperada [98, 99] . Estudios computacionales han estimado 
que la citosina en el contexto de la CpG tiene una tasa de mutación incrementada del 10-
50% [100-103], este incremento en la tasa de mutación de la citosina en un contexto de 
CpG es conocido con el termino CpG decay.  
El incremento de la tasa de mutación es atribuible a la metilación del ADN, debido a que 
las modificaciones covalentes de nucleótidos pueden influenciar la mutabilidad de ADN 
genómico, especialmente en la 5mC [103], este nucleótido modificado es bioquímicamente 
menos estable que la citosina y es propensa a deaminación hidrolítica espontanea. Se ha 
demostrado que la 5mC se deamina 2.2 veces más rápido que la citosina en el ADN de 
doble cadena [104]. Los productos de la deaminación de ambas moléculas son diferentes, 
mientras que la citosina es deaminada a uracilo, la 5mC es deaminada a timina.  
Debido a que el uracilo no está presente en una secuencia regular de ADN es fácilmente 
reconocido como un nucleótido mutado, por lo que el mecanismo de reparación de 
mismatch U/G que sustituye el uracilo por citosina es relativamente más efectivo, al ser 
comparado con el sistema de reparación de T/G, ya que este puede ser menos preciso 
reparando en ambas direcciones, o simplemente ser transmitido a la siguiente generación 
celular [105-107]. Adicionalmente, en el caso de la 5mC, las mutaciones son introducidas 
con más frecuencia, tanto en una o ambas de las hebras hijas después de la replicación 
dependiendo si el sistema de reparación no es activado. Debido a que la sustitución de 
dinucleótidos CpG/CpG en TpG/CpA ocurre en una tasa que es 10 a 50 veces más alta 
que otros procesos de sustitución de otros nucleótidos, el efecto del CpG decay puede ser 
una posible explicación para la baja representación de los dinucleótidos CpG en muchos 
de los genomas de mamíferos.  
Una excepción a esta regla de la baja representación de dinucleótidos CpGs es el caso de 
las islas CpGs , las cuales muestran niveles de CpG cercanos a la frecuencia esperada, 
como se mencionó anteriormente,  la mayoría de las islas CpG están hipometiladas, hecho 
que podría protegerlas de los efectos del CpG decay [108]. 
1.3 Metilación del ADN y Enfermedad de Alzheimer 
La EA es una enfermedad compleja y abarca muchos factores de riesgo genético y 
ambiental, los cuales pueden influir en cambios en la expresión de miles de genes y 
cambios en la regulación de varias vías patogénicas tales como la deposición de Aβ, la 
hiperfosforilación de tau, inflamación, estrés oxidativo, metabolismo de la energía y un ciclo 
aberrante de apoptosis. Con excepción de las mutaciones que inducen Aβ, ninguno de 
estos factores moleculares y genéticos tiene una penetrancia absoluta causando el 
desorden, debido a que la proporción de la heredabilidad genética explicada por variantes 
comunes es solo de 3-4% por cada locus [62], se ha propuesto que otros tipos de variación 
genética, tales como variantes de baja frecuencia y raras o cambios epigenéticos, pueden 
ayudar a explicar la condición [109].  
Capítulo 1. Marco Teórico 13 
 
La edad es el factor de riesgo más importante para el desarrollo de EA y está asociada con 
patrones aberrantes de metilación [60]. En sangre periférica, los cambios dependientes del 
tiempo en la metilación global dentro de un mismo individuo han sido observados, con un 
8-10% de los individuos mostrando cambios mayores al 20% en un lapso de 11 a 16 años 
[110].  
Múltiples estudios han reportado una tendencia hacia la hipometilación del ADN con la 
edad en diferentes tipos de células, consistente con el descenso relacionado con la edad 
de DNMT1, la cual es responsable en el mantenimiento de la metilación del ADN en los 
sitios CpGs [111], por lo que se ha especulado que la hipometilación del genoma completo 
relacionada con la edad puede deberse a los déficits de DNMT1 [57, 61, 62]. En pacientes 
con EA se ha observado que la metilación del ADN y los factores tales como DNMT1 están 
significativamente reducidos en las neuronas de la capa II de la corteza entorrinal [112, 
113].  
Aunque se ha demostrado que hay una metilación global anormal en pacientes con EA, no 
se ha llegado a una clara conclusión ya que se han reportado tendencias tanto hacia la 
hipometilación como a la hipermetilación del ADN (Tabla 1-1). Múltiples estudios han 
identificado una asociación entre la variación de la metilación del ADN y la EA en 
numerosos loci, algunos de ellos con hallazgos consistentes a lo largo de múltiples 
cohortes  [114, 115], además de cambios en los patrones de metilación del ADN en 
regiones específicas del cerebro y en sangre (Tabla 1-2).  
El gen APOE tiene una isla CpG bien definida que coincide con la región 3’ del exón 4, en 
la cual está ubicada la región donde se encuentran los alelos de APOE, estudios han 
demostrado altos niveles de metilación a lo largo de esta isla [10, 116]. Se ha manejado la 
hipótesis que la isla de APOE es un potenciador transcripcional que puede regular 
múltiples genes en el locus de APOE, entre ellos el gen TOMM40. La actividad 
potenciadora de la isla de APOE puede ser modificada por su estado de metilación, 
influenciada por el tipo celular, los alelos de APOE y por haplotipos en el promotor, esta 
actividad modula la expresión de TOMM40. [10, 11]. 
Aunque no se conocen reportes donde se analice la metilación del ADN en el gen 
TOMM40, estudios recientes muestran que los niveles de mRNA de TOMM40 están 
significativamente incrementados en EAE versus cerebros de controles [117]. Sin 
embargo, se encuentran reportes opuestos en la literatura donde se reporta que los niveles 
de mRNA de TOMM40 están reducidos en sangre periférica de pacientes con EAE 
comparados con controles pareados [118]. La regulación tejido-especifica de la expresión 
del gen TOMM40 puede explicar, al menos en parte, los resultados que se contradicen. 
Las comparaciones entre EAE y controles de tejidos cerebrales completos pueden tener 
una limitación debido a las diferencias en la composición del tipo de células resultado de 
la pérdida de células neuronales en los cerebros con EAE [36]. Estos cambios en los 
niveles de mRNA de TOMM40 asociados con EA pueden no solo estar relacionados con 
la variación genética dentro del locus APOE, sino que también pueden estar mediados por 
mecanismos epigenéticos, como la metilación el ADN.  
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2. Capítulo 2. Objetivos 
2.1 Objetivo General  
Caracterizar los patrones de metilación de las islas CpG de los genes APOE y TOMM40 
en sangre periférica de pacientes colombianos con enfermedad de Alzheimer. 
2.2 Objetivos Específicos 
 Comparar los patrones de metilación en las islas CpG de los genes APOE y TOMM40 
en pacientes colombianos con enfermedad de Alzheimer tardío y en controles sanos. 
 
 Establecer la distribución de la metilación en la región de las islas CpG de los genes 
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3. Capítulo 3. Materiales y Métodos 
3.1 Muestra de Estudio 
Los estudios de metilación del ADN en sangre periférica se efectuaron en 54 pacientes con 
EAE y 54 controles del banco de sangre del Grupo de Neurociencias de la Universidad 
Nacional de Colombia. Para la selección de la muestra se tuvo en cuenta que los pacientes 
tengan un diagnóstico de EA por consenso de neuropsicología y neurología y que la edad 
de inicio de la enfermedad fuera mayor a 65 años para que corresponda con un diagnóstico 
de EA de herencia no mendeliana. Los controles se seleccionaron teniendo en cuenta la 
misma edad de los pacientes, sin antecedentes personales ni familiares de demencia, 
enfermedades neurodegenerativas y/o psiquiátricas. La muestra de sangre de pacientes y 
controles ha sido tomada con previo consentimiento informado, las historias clínicas de los 
pacientes y controles permanecen de manera confidencial en las instalaciones en el 
Instituto de Genética de la Universidad Nacional 
Los pacientes y controles se parearon de acuerdo a su género y edad. Todos los individuos 
fueron genotipificados previamente para los alelos de APOE (ε2, ε3 y ε4) y el SNP 
rs2075650 de TOMM40. 
3.2 Extracción de ADN  
El ADN genómico fue aislado de las muestras de sangre periférica de pacientes y 
controles, usando el kit ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System™ (A5082-PROMEGA) 
siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial (Anexo A). El ADN aislado fue 
cuantificado en un espectrofotómetro NanoDrop 2000c de Thermo Scientific, usando como 
solución blanco agua libre de nucleasas y posteriormente guardado y conservado a -4°C.  
3.3 Conversión del ADN con Bisulfito de Sodio  
El ADN genómico extraído fue convertido con bisulfito de sodio usando el protocolo del kit 
EZ DN Methylation-Direct™ Kit (D5021- ZymmoResearch) (Anexo B). La conversión con 
bisulfito sirve para determinar la metilación de los dinucleótidos CpGs del ADN por medio 
de varias reacciones químicas, las cuales convierten las citosinas no metiladas en uracilo, 
mientras que aquellas citosinas metiladas no cambian  [138]  (Figura 3-1). 
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Figura 3-1  Conversión con bisulfito (Tomada de [139]) 
 
N representa un nucleótido que no cambia por el tratamiento de bisulfito. Las U en azul claro 
representan un uracilo derivado de la conversión con bisulfito de citosinas que no se encuentran en 
sitios CpG. Las U en rojo representan un uracilo derivado de la conversión con bisulfito en citosinas 
no metiladas en dinucleótidos CpG. Las citosinas metiladas en un dinucleótido CpG no son 
modificadas por la reacción de conversión con bisulfito. Los dinucleótidos CpG y los UpG derivados 
de la conversión con bisulfito están subrayados.  
 
El ADN convertido con bisulfito obtenido es de cadena sencilla, por lo que fue cuantificado 
en el espectrofotómetro NanoDrop 2000c usando la opción ssDNA (Single Stranded DNA) 
y almacenado a ≤ -70°C para posteriores usos. El uso del ADN convertido con bisulfito no 
sobrepasó los ocho días después del proceso de conversión, debido a la alta tasa de 
degradación de este.   
3.4 Diseño de Primers 
Se identificaron las regiones genómicas que correspondían a las islas CpG de APOE y 
TOMM40 en el Genome Browser de la Universidad de California Santa Cruz 
(https://genome.ucsc.edu) y se descargaron sus secuencias, a las cuales se les realizó 
una conversión con bisulfito in silico para generar una secuencia totalmente metilada.  
3.4.1 Diseño de Primers para MS-HRM 
Sobre las secuencias totalmente metiladas se siguieron las recomendaciones para el 
diseño de primers para la metodología MS-HRM (Methylation Sensitive- High Resolution 
Melting) [140] : 
 Incluir al menos un dinucleótido CpG en el extremo 5’ de cada primer, se deben 
evitar CpGs en los últimos diez nucleótidos en el extremo 3’ del primer. Los CpGs 
dentro de los primers no son evaluados en la reacción de MS-HRM.  
 Incluir T naturales (no convertidas) en el extremo 3’. 
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 El producto del amplificado debe ser pequeño, entre 75 y 175 pb. Esta 
recomendación es importante para la eficiencia de la reacción. 
 No incluir demasiados CpGs entre los primers, 4 a 10 CpGs son adecuadas. Un 
producto con demasiadas CpGs puede ser muy complejo cuando se realice el 
análisis de melting.  
 Las temperaturas de melting de los primers Forward y Reverse deben estar lo más 
cercanas posible.  
Aunque existen softwares online para alinear secuencias tratadas con bisulfito y ayudar en 
el diseño de primers para ADN convertido, estos programas no necesariamente siguen 
todos los criterios descritos anteriormente, por lo tanto el diseño de primers debió hacerse 
de manera manual y al obtener posibles primers candidatos que cumplían dichos criterios, 
estos fueron probados en una PCR in silico en http://bisearch.enzim.hu [141] para asegurar 
la amplificación única y especifica de las regiones de interés de APOE y TOMM40.  
Dada la dificultad y la complejidad del diseño de primers para la metodología de MS-HRM, 
las regiones evaluadas con los primers diseñados para este proyecto corresponden a la 
isla CpG de APOE y a la playa de la isla CpG de TOMM40 y evalúan siete CpGs en ambas 
regiones (Anexo C).  
3.4.2 Diseño de Primers para BSP 
Sobre las secuencias totalmente metiladas de las islas CpG de APOE y TOMM40 
obtenidas in silico, se diseñaron los primers para la metodología de BSP (Bisulfite 
Sequencing PCR) siguiendo las recomendaciones para esta metodología [138]:  
 La longitud de los primers debe ser de 24 a 30 pb para asegurar su especificidad. 
 Cada primer debe ser diseñado con un Tm similar, se recomienda por encima de 
50°C. 
 Contener múltiples T provenientes de una C convertida, para asegurar la 
especificidad de la conversión.  
 Los dinucleótidos CpG no deben estar presentes en los primers (especialmente en 
el extremo 3’), para prevenir el posible sesgo tanto para el templete metilado o no 
metilado o el ADN no convertido.  
 La longitud del amplicón debe ser de 100 a 200 pb, debido a la fácil degradación 
del ADN convertido.  
Ninguno de los softwares disponibles para el diseño de primers para ADN convertido con 
bisulfito cumple con los criterios anteriores, por lo que se diseñaron de forma manual, 
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aquellos primers que cumplieron los criterios fueron probados en una PCR in silico en 
http://bisearch.enzim.hu [141] para asegurar la amplificación única y especifica de las 
regiones de interés de APOE y TOMM40. 
Además de los criterios anteriores, se tuvo en cuenta las regiones de APOE y TOMM40 
evaluadas por los primers diseñados para MS-HRM para analizar por ambas metodologías 
los niveles de metilación de la misma región. Debido a que los criterios de diseño de 
primers para las dos técnicas son diferentes esto fue difícil lograr, obteniendo como 
resultado el diseño de primers que evalúan una región de la playa de la isla CpG de 
TOMM40 de mayor tamaño que la evaluada por MS-HRM, pero que se sobrelapa con esta, 
mientras que los primers diseñados para APOE aunque evalúan la isla CpG, no coinciden 
con la misma región evaluada por los primers de MS-HRM, evaluándose una región a 535 
pb corriente abajo (Figura 3-2). 
Figura 3-2    Regiones de los genes TOMM40 y APOE evaluadas por los primers 
diseñados para MS-HRM y BSP    
 
 
Representación esquemática de la estructura de los genes TOMM40 y APOE ubicados en el brazo 
largo del cromosoma 19. Los recuadros negros representan los exones y P indica el promotor. Las 
líneas moradas representan los SNPs que determinan los alelos ε2, ε3 y ε4 de APOE. Los 
rectángulos verdes representan las islas CpG de TOMM40 y APOE. Los recuadros azules ilustran 
las regiones evaluadas por los primers diseñados para la metodología MS-HRM para la playa CpG 
de TOMM40 y la isla CpG de APOE, cada uno evaluando 7 CpGs. Los recuadros amarillos 
corresponden a las regiones evaluadas por los primers diseñados para la técnica BSP en la playa 
CpG de TOMM40 donde se evalúan 9 CpGs y en la isla CpG de APOE donde se evalúan 14 CpGs. 
Nótese que la región evaluada de la playa de TOMM40 con los primers de BSP se sobrelapa con 
la evaluada con los primers de MS-HRM, siendo esta última dos CpGs más pequeña, por otro lado, 
la región evaluada de la isla de APOE por los primers diseñados para MS-HRM no se sobrelapa 
con la región evaluada por los primers de BSP que se encuentra a 535 pb corriente abajo.  
 
Los primers diseñados para la metodología BSP corresponden a la isla CpG de APOE y a 
la playa de la isla de TOMM40 y evalúan 14 y nueve CpGs respectivamente (Anexo D).  
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3.5 Determinación del porcentaje de metilación del ADN 
por la metodología MS-HRM 
La metodología de MS-HRM consiste en una PCR en tiempo real que usa ADN convertido 
con bisulfito, seguida por un análisis de melting de los productos de PCR que discrimina el 
estado de metilación de la región de interés evaluada mediante el comportamiento 
termodinamico del amplicón. Esta técnica se basa en el principio básico que la composición 
de bases puede influenciar directamente el comportamiento termodinámico del ADN. La 
temperatura de melting (Tm) se define como la temperatura a la cual el producto de PCR 
se disocia en dos cadenas sencillas, lo cual se evidencia por una caída abrupta de la 
fluorescencia del tinte intercalante del ADN medida en unidades RFU (Relative 
Fluorescence Unit) [142]. Dado que la citosina de una hebra de ADN está unida a la 
guanina de la hebra complementaria por un triple enlace de hidrogeno, una región rica en 
citosina y guanina necesita mayor energía para romper estos enlaces, por lo tanto su Tm 
es mayor que en una región rica en adeninas y timinas que están unidas por un doble 
enlace de hidrogeno, este principio básico puede ser usado para discriminar entre regiones 
de interés metiladas y no metiladas que han sido convertidas con bisulfito, generalmente 
una región metilada tiene un Tm más alto que una no metilada [142] (Figura 3-3)  
Figura 3-3   Gráfica esquemática de las curvas de melting de ADN no metilado y ADN 
totalmente metilado. (Tomada de [139]) 
 
El ADN no metilado presenta un pico de melting a una temperatura menor en comparación del ADN 
metilado cuyo pico de melting se da a una temperatura más alta.  
 
La metodología MS-HRM permite hallar el porcentaje de metilación de una región de 
interés evaluada por medio de la comparación con curvas estándar de melting, las cuales 
son producto de varias diluciones de ADN control con porcentaje de metilación conocido 
[142]. Para el desarrollo de este trabajo se utilizó ADN control humano metilado y no 
metilado (Human Methylated & Non-methylated DNA set D5014 Zymo Research), el cual 
fue convertido con bisulfito de sodio de la misma forma que las muestras de ADN de 
pacientes y controles. El ADN control metilado fue diluido con el no metilado, de tal forma 
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que se obtuviera ADN estándar de porcentaje de metilación conocido de 0%, 50%, 75% y 
100% para elaborar las curvas estándar para cada ensayo de MS-HRM. Adicionalmente, 
el ADN convertido con bisulfito de pacientes, controles y el usado para las curvas estándar 
fue cuantificado en el espectrofotómetro y normalizado a una concentración final de 14 ng/ 
µl, esto para evitar un posible sesgo en la reacción de MS-HRM causado por la cantidad 
del ADN de las muestras evaluadas.  
Los ensayos de MS-HRM fueron realizados en placas de 96 pozos, en las cuales se 
incluían tres réplicas de cada uno de los ADN con metilación estándar y dos réplicas de 
cada una de las muestras de ADN de pacientes y controles con metilación indefinida, 
además de mínimo dos controles negativos que no contienen ADN [143].  
Las condiciones de la PCR fueron estandarizadas en un termociclador C1000 (BIORAD) 
con un módulo de tiempo real CFX96, según los primers diseñados para la isla CpG de 
APOE (Anexo E) y la playa CpG de TOMM40 (Anexo F) de tal forma que se obtuviera un 
único amplicón especifico de la región evaluada y sin ningún sesgo hacia el ADN metilado 
o no metilado, seguido por la fase de análisis de melting.  
Los datos obtenidos en los ensayos de MS-HRM fueron analizados con el programa 
Precision Melt Analysis Software (BIORAD), el cual recolecta los datos de RFU de cada 
una de las muestras durante la curva de melting en función de la temperatura. Inicialmente, 
se identificaron las curvas de diferencia de melting, las cuales muestran las diferencias en 
fluorescencia entre un pozo y la fluorescencia de una curva de referencia, esta última es 
derivada de una fluorescencia de todas las curvas dentro de un cluster de referencia 
seleccionado, en este caso el ADN estándar  de 0% de metilación (Figura 3-4). 
Figura 3-4   Gráfica esquemática de las curvas de diferencia de melting de ADN 
estándar. (Tomada de [139]) 
 
 
La gráfica esquematiza las diferencias entre las señales normalizadas de las curvas estándar, 
utilizando como cluster de referencia el ADN con 0% de metilación. Cada curva representa una 
muestra de ADN estándar de porcentaje de metilación conocido.  
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El software de análisis agrupa las muestras en clusters según los valores de las RFU 
diferenciales, por lo tanto se deben verificar las curvas de diferencias de melting del ADN 
estándar y sus réplicas, las cuales deben comportarse según el principio de la técnica de 
MS-HRM [140], además de agruparse en clusters diferentes según su porcentaje de 
metilación conocido (Anexo G), se recomienda que todas las réplicas se encuentren en el 
mismo cluster, aquellas réplicas que no estén agrupadas deben ser excluidas del análisis.  
El análisis del porcentaje de metilación de cada uno de los ensayos de MS-HRM se realizó 
con los datos de melting diferencial proporcionados por el software Precision Melt Analysis 
según lo recomendado [143], los cuales fueron exportados a Excel para su posterior 
análisis. Los datos exportados corresponden a las RFU diferenciales de cada una de las 
muestras analizadas en cada una de las temperaturas evaluadas en la fase de análisis de 
melting de la MS-HRM, de las cuales sólo se utilizó la temperatura de melting de cada 
ensayo en el cual todas las curvas de diferencia de melting tiene su pico más alto (Anexo 
G), con estos datos se identificaron los valores de RFU del ADN estándar con 100%, 75%, 
50% y 0% de metilación y sus respectivas réplicas y se generó una curva estándar en 
Excel para cada placa.  
Para evaluar la reproducibilidad dentro de cada ensayo de MS-HRM, se genera cada curva 
estándar teniendo en cuenta las RFU de las réplicas de cada ADN estándar, su promedio, 
su desviación estándar y el coeficiente de variación (Anexo H), este último debe ser menor 
a 10% para los estándares de 100%, 75% y 50% de metilación y para los estándares de 
0% de metilación el coeficiente de variación debe ser menor a 20% para que el ensayo sea 
válido [143]. En los casos en que no se lograron obtener estos valores de coeficiente de 
variación recomendados, se excluyeron las réplicas que tuvieran RFU más alejadas de la 
media. Posteriormente se generó la curva estándar teniendo en cuenta los porcentajes de 
metilación de los estándares (100%, 75%, 50% y 0%) y sus respectivos valores promedio 
de RFU, con estos datos se generó una recta de tendencia lineal con su respectivo 
coeficiente de regresión linear (R2) y su fórmula de regresión lineal (Anexo H). El valor 
mínimo de R2 aceptado para cada ensayo de MS-HRM fue de 0.7, si el valor obtenido es 
menor el ensayo debe ser descartado.  
Las curvas estándar de cada uno de los ensayos de MS-HRM fueron usadas para 
determinar el porcentaje de metilación de cada una de las muestras de pacientes con 
enfermedad de Alzheimer y controles, mediante la interpolación de los datos generados 
del análisis de regresión lineal de la curva estándar de cada placa.  Los datos de las RFU 
diferenciales de cada una de las réplicas de las muestras se analizan de igual forma que 
los datos de ADN estándar, en este caso se descartan las réplicas que tengan un 
coeficiente de variación mayor al 20%. Para determinar el porcentaje de metilación de cada 
una de las muestras evaluadas en una placa, se debe utilizar la fórmula de regresión lineal 
obtenida de la curva estándar reemplazando el valor de x por el valor del promedio de las 
RFU diferenciales de las dos réplicas de cada muestra y luego multiplicar este valor por 
100. 
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3.6 Determinación de porcentaje de metilación del ADN 
en CpGs individuales por la metodología BSP 
La metodología BSP consiste en una amplificación por PCR de ADN convertido con 
bisulfito de una región de interés, seguido por secuenciamiento por el método de Sanger. 
Las secuencias obtenidas se comparan con una secuencia de referencia de interés usando 
diferentes softwares, los cuales proveen información del porcentaje de metilación de cada 
CpG individual dentro de la región de interés evaluada, esta cuantificación de los niveles 
de metilación se da mediante la comparación de las alturas relativas de los picos de la 
citosina y la timina o de la adenina y guanina, en el caso de la cadena complementaria, en 
cada CpG en el electroferograma, interpretándose un pico de timina como un CpG no 
metilado y un pico de citosina como un CpG metilado [139]. 
Las condiciones de PCR fueron estandarizadas para los primers diseñados para la isla 
CpG de APOE (Anexo I) y la playa CpG de TOMM40 (Anexo J) en un termociclador C1000 
Touch (BIORAD), de tal forma que se obtuviera un único amplicón específico que 
correspondiera a la región evaluada, los cuales fueron visualizados en geles de agarosa 
al 1,5% (p/v). Los productos de PCR fueron purificados con el protocolo de etanol y acetato 
de amonio (Anexo K) para luego ser secuenciados en el equipo ABI PRISM 3500 (Applied 
Biosystem) del servicio de secuenciamiento SSiGMol de la Universidad Nacional de 
Colombia. Los productos de PCR purificados fueron secuenciados con los mismos primers 
usados en la PCR, en dos reacciones diferentes una con el primer forward y otra con el 
reverse, por lo que se obtuvieron dos resultados de secuencias por cada muestra 
analizada.  
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software libre ESME (Epigenetic 
Sequencing  MEthylation analysis software), este permite cuantificar la metilación de las 
CpG individuales de un producto de PCR. La cuantificación realizada por ESME se realiza 
mediante el alineamiento de la secuencia obtenida con una secuencia de referencia, 
seguida por la normalización local y global de las intensidades de los picos usando 
algoritmos, el uso de las intensidades de las señales locales de las secuencias obtenidas 
para hallar la cuantificación de la metilación de ADN y la generación de una tabla que 
muestra los niveles de metilación de cada CpG [144].  
El software ESME después del análisis de las secuencias arroja varios archivos, entre ellos 
un archivo de imagen que muestra el alineamiento de la secuencia de referencia con la 
secuencia analizada y normalizada junto con los valores de metilación medidos en la 
secuencia y un archivo tabla indicando el valor de la metilación en un rango de 0% a 100% 
de cada CpG, este último archivo llamado CpG_data.txt fue exportado a Excel para el 
posterior análisis estadístico de los niveles de metilación de las CpGs de la isla CpG de 
APOE y la playa CpG de TOMM40 evaluadas. De estos archivos se tuvo en cuenta la 
siguiente información para el análisis estadístico: 
 Nombre del archivo analizado 
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 Secuencia vecina: secuencia alrededor de los CpG individuales, la citosina 
evaluada se muestra como "|”. Si la secuencia no fue analizada con éxito se 
muestra NA. 
 Tasa de metilación: Medida de metilación en una CpG individual. Se da en un rango 
entre 0 y 1. Los valores de -1 indican que la CpG no fue analizada exitosamente.  
 Posición genómica: Posición numérica de la base de una CpG individual, la 
numeración empieza con la primera base en la secuencia de referencia. 
 Nombre de la CpG: Identificador de las CpGs individuales evaluadas. Si la CpG no 
fue analizada con éxito se muestra NA.  
Dado que se obtuvieron dos secuencias por cada muestra analizada, se realizó un 
promedio de la tasa de metilación de cada CpG en cada secuencia evaluada para así sólo 
obtener un valor de tasa de metilación.  
3.7 Análisis estadístico 
 
Generalmente, la metilación del ADN es medida como un porcentaje o como una 
proporción, lo cual está limitado en un intervalo entre (0,1). Aunque la mayoría de estudios 
de metilación del ADN usan análisis estadísticos en la cual se asume una distribución 
gausiana de los niveles de metilación, en gran parte estos datos no cumplen con este tipo 
de distribución [145]. La distribución beta es lo opuesto a una distribución gausiana, por lo 
tanto un modelo de regresión beta puede ser el modelo estadístico más natural para 
analizar datos de niveles de metilación limitados en el intervalo (0,1) [145, 146].  
El modelo de regresión beta es el modelo que tiene mejor ajuste a los datos obtenidos de 
porcentaje de metilación del ADN, lo cual se puede evidenciar por valores altos de pseudo 
R2 comparado con un modelo de análisis de ANOVA.   
Los datos obtenidos del porcentaje de metilación de las regiones evaluadas de la isla CpG 
de APOE y de la isla CpG de TOMM40 mediante las metodologías de MS-HRM y BSP 
fueron analizados mediante un modelo de regresión beta [147], evaluando factores como 
el diagnóstico, edad de inicio de la enfermedad, alelo de riesgo ε4 de APOE y genotipo de 
TOMM40 para el SNP rs2075650. El cálculo de los predictores de las diferencias en los 
porcentajes de metilación en los diferentes factores se realizó mediante el uso de la función 
logística. 
Todos los análisis estadísticos fueron realizados usando el software R versión 3.3.1 con el 
paquete betareg. Todas Las pruebas de asociación fueron realizadas a dos colas con un 
nivel de significancia <0,05.  
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4. Capítulo 4. Resultados 
4.1 Población de estudio  
La muestra evaluada correspondió a 54 pacientes con Enfermedad de Alzheimer 
esporádico con una edad promedio de 73,7 años y 54 controles con una edad promedio 
de 73,6 años. La edad promedio de inicio de la EA en el grupo de pacientes fue de 69,5 
años.  El 63% de cada grupo fueron mujeres, mientras que el 37% fueron hombres. En el 
grupo de pacientes el 62.9% son portadores de al menos un alelo ε4 de APOE y el 37.1% 
no son portadores de ningún alelo ε4, los genotipos de APOE más predominantes en la 
muestra de pacientes son 34 con 40.7% y 33 con 33.3% y los menos predominantes fueron 
el 44 con 16.6%, 33 con 5.5% y 23 con 3.7%. En el grupo de controles el 18.5% son 
portadores de al menos un alelo ε4 de APOE y el 81.5% no son portadores de ningún alelo 
ε4, los genotipos de APOE más predominantes en la muestra de controles son 33 con 
57.4% y 23 con 24% y los menos predominantes fueron el 34 con 14.81% y 24 y 44 con 
1.8%. Los pacientes evaluados tienen en su mayoría un genotipo AG (42.59%), seguido 
por el genotipo AA (40.74%) y el menos frecuente el GG (16.6%), mientras que los 
controles tienen genotipo AA (83.3%) y AG (16.6%), ninguno de los controles evaluados 
tiene genotipo GG (Tabla 4-1).  
 
Tabla 4-1:  Caracterización de la muestra evaluada 
 Pacientes (ALZ) Controles (C) 
Número de muestras 54 54 
Edad promedio ± SD 73.7±6.9 73.6±6.9 
Edad de inicio promedio 





34 (63%) 34 (63%) 
Masculino 
(%) 
20 (37%) 20 (37%) 
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 Pacientes (ALZ) Controles (C) 
Genotipos 
APOE (%) 
23 2 (3.7%) 13 (24%) 
24 3 (5.5%) 1 (1.8%) 
33 18 (33.3%) 31 (57.4%) 
34 22 (40.7%) 
8 (14.81%) 
 







AA 22 (40.74%) 45 (83.3%) 
AG 23 (42.59%) 
9 (16.6%) 
 
GG 9 (16.6%) 0 (0%) 
Grupo de pacientes con EA (ALZ) y grupo de controles (C). Desviación estándar (SD). 
4.2 Porcentaje de metilación del ADN por la metodología 
MS-HRM 
El análisis de metilación por la metodología de MS-HRM reveló como resultados que el 
porcentaje de metilación del ADN promedio de la región evaluada de siete CpGs de la isla 
CpG de APOE en los pacientes con EA es de 84,68%, mientras que para los controles en 
esta misma región es de 81,95%. Por otro lado, la región evaluada de siete CpGs de la 
playa CpG de TOMM40 en los pacientes con EA tienen un porcentaje de metilación del 
ADN promedio de 79,96%, mientras que los controles tienen 75,81% (Tabla 4-2). 
 
Tabla 4-2:  Promedio de los porcentajes de metilación en la isla CpG de APOE y la playa 
CpG de TOMM40 mediante la metodología MS-HRM. 
 
Grupo n 
 Porcentaje de metilación 
promedio de APOE (%)  ± SD 
Porcentaje de metilación 
promedio de TOMM40 (%) ± SD 
ALZ 54 84.68±4.8 79.96±15.6   
C 54 81.95±4.8 75.81±13.8 
Grupo de pacientes con EA (ALZ) y grupo de controles (C). Desviación estándar (SD). 
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Al analizar estadísticamente los datos obtenidos por la metodología de MS-HRM siguiendo 
un modelo de regresión beta, evaluando el porcentaje de metilación de las regiones 
evaluadas de APOE y TOMM40 junto con factores como el diagnóstico, la edad de inicio 
de la enfermedad, ser portador del alelo ε4 y ε3 de APOE y del genotipo GA y GG del SNP 
rs2075650 de TOMM40, se evidenció que el único factor que presenta diferencias 
estadísticamente significativas en el porcentaje de metilación para la región evaluada de 
APOE y de TOMM40 es el diagnóstico, con un p valor de 0.030 y 0.002 respectivamente 
(Tabla 4-3).  
Tabla 4-3:     Resultados del modelo de regresión beta para los datos obtenidos por la 
metodología de MS-HRM para la región de APOE y TOMM40. 















































(phi) 29,96 10,96 
R2 0,06 0,12 
Factores evaluados: diagnóstico (Dx), edad de inicio, portador de al menos un alelo ε4 de APOE 
(APOE -/4), portador de al menos un alelo ε3 de APOE (APOE -/3), portador del genotipo 33 de 
APOE (APOE 3/3) y portadores del genotipo GA y GG SNP rs2075650 de TOMM40 (TOMM40GA 
y TOMM40GG). Entre paréntesis se muestra el p-valor. * Diferencia significativa p valor <0,05. 
 
Al ser el diagnóstico el único factor con diferencias significativas en el porcentaje de 
metilación en ambas regiones, se determinó el valor exacto mediante el uso de la función 
logística identificando que en la región evaluada de la isla CpG de APOE los pacientes con 
EA tiene 3,01% mayor metilación con respecto a los controles, mientras que en la región 
evaluada de la playa CpG de TOMM40 los pacientes con EA tienen 10,83% mayor 
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porcentaje de metilación con respecto a los controles. En ambas regiones evaluadas por 
la metodología MS-HRM se evidencia que hay hipermetilación en los pacientes con EA 
respecto a los controles (Figura 4-1). 
 
Figura 4-1  Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilación de APOE y 








A. Porcentaje de metilación de la región evaluada de APOE en el grupo de pacientes con 
Enfermedad de Alzheimer (casos) y de controles. B. Porcentaje de metilación de la región evaluada 
de TOMM40 en el grupo de pacientes con Enfermedad de Alzheimer (casos) y de controles. Cada 
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4.3 Porcentaje de metilación del ADN por la metodología 
BSP 
La metodología de BSP evaluó la isla CpG de APOE analizando 14 dinucleótidos CpG y 
nueve CpGs de la playa CpG de TOMM40, las cuales fueron analizadas mediante el 
software ESME, el cual les asignó un número a cada CpG evaluada según su posición 
genómica respecto a la secuencia de referencia (Tabla 4-4) 
Tabla 4-4   CpGs evaluadas por la metodología BSP para las regiones de APOE y 
TOMM40. 
Región 
Posición genómica de 
la CpG 
































El número de la posición genómica de cada CpG es asignado por el software ESME según la 
secuencia de referencia. La secuencia vecina corresponde a los nucleótidos alrededor de la CpG 
evaluada identificada con el símbolo |, t corresponde a una timina derivada de un uracilo. 
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4.3.1 Porcentaje de metilación del ADN en CpGs individuales en 
la región evaluada de APOE  
El análisis de metilación por medio del software ESME de las secuencias obtenidas por la 
metodología BSP, evidenció mediante el porcentaje de metilación del ADN promedio de 
las 14 CpGs individuales evaluadas en la isla CpG de APOE que estas están 
hipermetiladas en ambos grupos, presentando valores promedio de metilación en cada 
CpG en un rango entre el 83,15% al 97,84% en pacientes con EA y entre el 84,05% al 
97,39% en controles (Tabla 4-5). Al realizar un promedio de los porcentajes de metilación 
de las 14 CpGs individuales se encontró que el grupo de pacientes con EA tiene un 
porcentaje de metilación promedio en la región evaluada de 90,30%, mientras que el grupo 
de controles tiene un porcentaje de metilación promedio de 90,73%.  
 
Tabla 4-5   Promedio de los porcentajes de metilación de los dinucleótidos CpG 
evaluados en la isla CpG de APOE por la metodología BSP. 
CpG evaluada 
Porcentaje de metilación promedio (%) ± SD 
Pacientes (ALZ) Controles (C) 
CpG 118 83,15±0,07 84,05±0,08 
CpG 130 91,74±0,07 90,96±0,12 
CpG 133 87,98±0,15 88,02±0,13 
CpG 148 94,04±0,08 95,34±0,06 
CpG 162 90,61±0,06 91,02±0,05 
CpG 165 91,91±0,05 92,07±0,08 
CpG 182 97,84±0,02 97,39±0,03 
CpG 190 94,97±0,04 95,15±0,07 
CpG 198 88,93±0,09 90,54±0,08 
CpG 213 95,08±0,07 95,61±0,08 
CpG 215 93,33±0,09 93,81±0,10 
CpG 227 96,34±0,07 97,89±0,07 
CpG 243 91,68±0,07 93,33±0,08 
CpG 252 89,11±7,47 90,80±8,16 
Grupo de pacientes con EA (ALZ) y grupo de controles (C). Desviación estándar (SD). 
Al analizar estadísticamente mediante un modelo de regresión beta, los datos de 
porcentaje de metilación de cada CpG obtenidos por la metodología de BSP junto con 
factores como el diagnóstico, la edad de inicio de la enfermedad, ser portador del alelo ε4 
y ε3 de APOE y del genotipo GA y GG del SNP rs2075650 de TOMM40, se evidenció que 
la CpG148 de APOE tiene diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 
metilación según el diagnóstico (p valor 0,04) y el genotipo GG de TOMM40  (p valor 0,005) 
(Tabla 4-6).   
Los pacientes con EA tienen un porcentaje de metilación promedio en la CpG148 de 




Tabla 4-6  Resultados del modelo de regresión beta para los datos obtenidos por la metodología de BSP para las CpGs evaluadas 
en la región de APOE. 
CpG Intercepto Dx 
Edad de 
inicio 


































































































































































































































































Factores evaluados: diagnóstico (Dx), edad de inicio, portador del alelo ε4 de APOE (APOE -/4), portador del alelo ε3 de APOE (APOE -/3), 
portador del genotipo 33 de APOE (APOE 3/3) y portadores del genotipo GA y GG SNP rs2075650 de TOMM40 (TOMM40GA y TOMM40 GG). 
Entre paréntesis se muestra el p-valor. * Diferencia significativa p valor <0.05.
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Mediante el uso de la función logística se determinó que los pacientes con EA tienen 3,26% 
menos porcentaje de metilación en la CpG148 de APOE respecto a los controles de la 
misma edad y que los sujetos portadores del genotipo GG de TOMM40 (rs2075650) tienen 
4,50% menos porcentaje de metilación que los portadores de los genotipos AA y GA 
(Figura 4-2). 
Figura 4-2  Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilación de la CpG148 de 
APOE en el grupo de pacientes y controles, según el genotipo GG, AG y AA del SNP 
rs2075650 de TOMM40.  
 
 
El análisis estadístico mediante el modelo de regresión beta del porcentaje de metilación 
de cada CpG de la región APOE evaluada, también evidencia que la CpG162 de APOE 
tiene diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de metilación según la 
edad de inicio de la enfermedad (p valor 0.029) y ser portador del alelo ε4 de APOE (p 
valor 0,048), pero no del diagnóstico (p valor 0,131) (Tabla 4-6).  
Se identificó mediante el uso de la función logística que el porcentaje de metilación de la 
CpG162 de APOE disminuye 0,98% en los portadores del alelo ε4. A medida que la edad 
de inicio aumenta, el porcentaje de metilación en la CpG162 de APOE disminuye 
dependiendo de ser o no portador del alelo ε4 (Figura 4-3).  Por cada año que aumenta la 
edad de inicio, el porcentaje de metilación en portadores del alelo ε4 disminuye entre 
0,12% y 0,16%, mientras que en los no portadores del alelo ε4 por cada año que aumenta 
la edad de inicio el porcentaje de metilación disminuye entre 0,09% y 0,12%.  
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Figura 4-3  Porcentaje de metilación de la CpG162 de APOE en el grupo de portadores 
del alelo ε4 de APOE (-/4) y los no portadores (-/-) con respecto a la edad de inicio. 
 
El modelo de regresión beta evidenció que la CpG182 de APOE tiene diferencias 
estadísticamente significativas en el porcentaje de metilación si se es portador de al menos 
un alelo ε4 de APOE (p valor 0,025), independientemente de su diagnóstico (p valor 0,288) 
(Tabla 4-6).   
Mediante el uso de la función logística se determinó que los portadores del alelo ε4 de 
APOE tienen 0,43% menos porcentaje de metilación en la CpG182 de APOE respecto a 
los no portadores de este alelo (Figura 4-4). 
Figura 4-4  Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilación de la CpG182 de  
APOE  en el grupo de portadores del alelo ε4 de APOE (-/4) y los no portadores (-/-). 
 
El análisis estadístico mediante el modelo de regresión beta del porcentaje de metilación 
de cada CpG de la región APOE evaluada, también evidencia que la CpG213 de APOE 
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tiene diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de metilación según la 
edad de inicio de la enfermedad (p valor 0,033) (Tabla 4-6).  
A medida que la edad de inicio aumenta, el porcentaje de metilación en la CpG213 de 
APOE disminuye (Figura 4-5).  Por cada año que aumenta la edad de inicio, el porcentaje 
de metilación disminuye entre 0,14% y 0,23%.  
Figura 4-5  Porcentaje de metilación de la CpG213 de APOE según la edad de inicio. 
 
Aunque otros dinucleótidos CpGs evaluados presentaron p valores estadísticamente 
significativos en su porcentaje de metilación en factores como ser portador del alelo ε3 de 
APOE o del genotipo GA de TOMM40, como la CpG148 (p valor 0,032), CpG162 (p valor 
0,00), CpG182 (p valor 0,011) y CpG227 (p valor 0,008) (Tabla 4-6), estos valores no 
fueron incluidos en el análisis debido a que se tuvo en cuenta la hipótesis del efecto aditivo 
de los alelos, en la cual el efecto de un homocigoto para un alelo debe ser mayor a su 
efecto como heterocigoto, por lo tanto aunque estas CpGs tuvieran porcentaje de 
metilación estadísticamente significativo en los portadores heterocigotos de un alelo, el 
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4.3.2 Porcentaje de metilación del ADN en CpGs individuales en 
la región evaluada de TOMM40 
 
El análisis de metilación por medio del software ESME de las secuencias obtenidas por la 
metodología BSP, evidenció mediante el porcentaje de metilación del ADN promedio de 
las nueve CpGs individuales evaluadas en la playa CpG de TOMM40 que estas están 
hipermetiladas en ambos grupos, presentando valores promedio de metilación en cada 
CpG en un rango entre el 84,34% al 96,71% en pacientes con EA y entre el 85,14% al 
97,11% en controles (Tabla 4-7). Al realizar un promedio de los porcentajes de metilación 
de las nueve CpGs individuales se encontró que el grupo de pacientes con EA tiene un 
porcentaje de metilación promedio en la región evaluada de 90,57%, mientras que el grupo 
de controles tiene un porcentaje de metilación promedio de 92,58%. 
 
Tabla 4-7   Promedio de los porcentajes de metilación de los dinucleótidos CpG 
evaluados en la playa CpG de TOMM40 por la metodología BSP. 
CpG evaluada 
Porcentaje de metilación promedio (%) ± SD 
Pacientes (ALZ) Controles (C) 
CpG 50 90,83±0,10 92,40±0,08 
CpG 63 96,71±0,03 97,11±0,02 
CpG 72 91,89±0,07 94,23±0,04 
CpG 122 86,68±0,18 91,30±0,09 
CpG 130 93,32±0,08 95,53±0,03 
CpG 141 92,60±0,08 95,22±0,03 
CpG 145 87,57±0,10 89,67±0,08 
CpG 155 91,14±0,07 92,58±0,04 
CpG 198 84,34±0,11 85,14±0,10 
Grupo de pacientes con EA (ALZ) y grupo de controles (C). Desviación estándar (SD). 
El análisis estadístico mediante un modelo de regresión beta de los datos de porcentaje 
de metilación de cada CpG obtenidos por la metodología de BSP junto con factores como 
el diagnóstico, la edad de inicio, ser portador del alelo ε4 y ε3 de APOE y del genotipo GA 
y GG del SNP rs2075650 de TOMM40, evidenció que la CpG130 de la región evaluada de 
TOMM40 tiene diferencias significativas en el porcentaje de metilación según el genotipo 
GG de TOMM40 (rs2075650) (p valor 0,037), independientemente del diagnóstico (p valor 
0,08) (Tabla 4-8).  
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Tabla 4-8  Resultados del modelo de regresión beta para los datos obtenidos por la metodología de BSP para las CpGs evaluadas 
en la región de TOMM40 
CpG Intercepto Dx 
Edad de 
inicio 









































































































































































Factores evaluados: diagnóstico (Dx), edad de inicio, portador del alelo ε4 de APOE (APOE -/4), portador del alelo ε3 de APOE (APOE -/3), 
portador del genotipo 33 de APOE (APOE 3/3) y portadores del genotipo GA y GG SNP rs2075650 de TOMM40 (TOMM40GA y TOMM40 GG). 
Entre paréntesis se muestra el p-valor. * Diferencia significativa p valor <0.05.




Mediante el uso de la función logística se identificó que los portadores del genotipo GG de 
TOMM40 tienen 1,61% mayor metilación en la CpG130 de TOMM40 con respecto de los 
portadores de los genotipos AA y GA. (Figura 4-6). 
Figura 4-6  Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilación de la CpG130 de  
TOMM40  según el genotipo GG, AG y AA del SNP rs2075650 de TOMM40. 
 
El análisis estadístico mediante el modelo de regresión beta del porcentaje de metilación 
de cada CpG de la región TOMM40 evaluada, también evidencia que el porcentaje de 
metilación de la CpG141 de TOMM40 tiene diferencias significativas según el diagnóstico 
(p valor 0.018) (Tabla 4-8).  
Los pacientes con EA tienen un porcentaje de metilación promedio en la CpG141 de 
92,60%, mientras que los controles tienen un promedio de 95,22% (Tabla 4-5). 
Se identificó mediante el uso de la función logística que los pacientes con Enfermedad de 
Alzheimer tienen un 0,24% menos porcentaje de metilación en la CpG141 de TOMM40 
con respecto a los controles sanos de la misma edad (Figura 4-7). 
Figura 4-7    Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilación de la CpG141 
de TOMM40 en el grupo de pacientes y controles. 
 
44 Análisis de metilación de las islas CpG de los genes APOE y TOMM40 en una 
muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer 
 
Según el modelo de regresión beta, el porcentaje de metilación de la CpG 155 de TOMM40 
tiene diferencias estadísticamente significativas en los portadores del genotipo GG de 
TOMM40 (rs2075650) (p valor 0,044) y en la edad de inicio (p valor 0,002) (Tabla 4-8).  
Mediante el uso de la función logística se identificó que los portadores del genotipo GG de 
TOMM40 tienen 0,65% mayor metilación en la CpG155 de TOMM40 con respecto a los 
portadores de los genotipos AA y GA. A medida que la edad de inicio aumenta, el 
porcentaje de metilación en la CpG155 de TOMM40 disminuye dependiendo de ser o no 
portador del genotipo GG (Figura 4-8). Por cada año que aumenta la edad de inicio, el 
porcentaje de metilación en portadores del genotipo GG disminuye entre 0,06% y 0,08% 
mientras que en los portadores del genotipo AA y GA por cada año que aumenta la edad 
de inicio el porcentaje de metilación disminuye entre 0,16% y 0,24%.  
Figura 4-8  Porcentaje de metilación de la CpG155 de TOMM40 del grupo de portadores 






5. Capítulo 5. Discusión 
La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia, presentándose en la 
mayoría de los casos (> 95%) la forma más común de esta enfermedad denominada de 
inicio tardío o también conocida como Enfermedad de Alzheimer Esporádico (EAE), la cual 
es considerada como una enfermedad compleja, ya que no tiene un patrón de herencia 
mendeliana y es causada por múltiples factores de riesgo entre ellos factores genéticos y 
ambientales. Aunque hasta el momento se ha identificado que el único factor de riesgo 
genético para EAE es el alelo ε4 del gen APOE y existen numerosas hipótesis acerca de 
cómo éste aumenta el riesgo de EA, aún no se conoce el mecanismo preciso por el cual 
este alelo ejerce su efecto [3, 148]. Algunos portadores del alelo ε4 no manifiestan 
consecuencias biológicas asociadas con EA y permanecen cognitivamente normales en 
su vejez, lo cual indica que la presencia del alelo ε4 por sí sola no es suficiente ni necesaria 
para causar EA [149]. 
Estos resultados han llevado a la deducción de que APOE y el aleo ε4 tengan efectos 
biológicos adicionales, involucrando mecanismos más allá de la función de la proteína 
ApoE, sino que pueden estar involucrados en una red compleja de regulación 
transcripcional que puede aumentar el riesgo de EA, en la cual pueden estar involucrados 
mecanismos epigenéticos, tales como la metilación del ADN la cual puede regular múltiples 
genes en el locus de APOE, entre ellos el gen TOMM40, esto puede contribuir a la etiología 
compleja de EAE [53, 116, 137]. 
En este trabajo se identificó por medio de las metodologías MS-HRM y BSP que la región 
evaluada de la isla de APOE está en general altamente metilada en sangre periférica tanto 
en el grupo de pacientes como en el de controles, lo cual coincide con el patrón de 
hipermetilación de la isla de APOE previamente reportado en tejido cerebral [10, 116, 126]. 
La región evaluada de la playa de la isla CpG de TOMM40 también muestra un patrón de 
hipermetilación en ambos grupos, pero no hay reportes de estudios de metilación del ADN 
en este gen. 
Los resultados obtenidos en este estudio mediante el uso de las técnicas BSP y MS-HRM 
presentan diferencias entre sí. La metodología de MS-HRM identificó que el grupo de 
pacientes con EA tiene una tendencia significativa hacia la hipermetilación en la región 
evaluada de la isla CpG de APOE y en la playa CpG de TOMM40 en comparación con el 
grupo de controles, mientras que la metodología BSP evidenció que los pacientes con EA 
tienen una tendencia hacia la hipometilación en la región evaluada de la isla CpG de APOE 
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y en la playa CpG de TOMM40 con respecto a los controles. Estas discrepancias son 
bastante comunes en estudios de metilación del ADN en EA (Tabla 1-1). 
Las diferencias en los resultados pueden ser atribuidas a diferentes factores 
experimentales tales como la sensibilidad de cada una de las técnicas para la detección 
de niveles de metilación relativa, la cual puede variar significativamente entre metodologías 
[95]. La metodología de MS-HRM tiene como principio la identificación del porcentaje de 
metilación de una región génica de interés por medio de la interpolación linear de las 
unidades de fluorescencia relativas, con una curva de ADN estándar con un porcentaje de 
metilación conocido [139, 143], por lo tanto los resultados obtenidos de pacientes con EAE 
y controles dependen de la calidad del ADN estándar y su correcta amplificación entre 
ensayos. Aunque las curvas estándar en todos los ensayos debían tener un  coeficiente 
de regresión linear (R2) mayor a 0.7 este podía variar entre ensayos  y por lo tanto cada 
ensayo tenía una fórmula de regresión linear diferente, debido a que estas fórmulas fueron 
usadas para determinar el porcentaje de metilación de cada una de las muestras de 
pacientes con EA y controles, existe la posibilidad que haya una alta variabilidad entre 
ensayos que puede influir en el valor del porcentaje de metilación hallado para cada una 
de las muestras, mientras que la metodología de BSP al enfocarse en el análisis de 
secuencias, lleva a que la identificación del porcentaje de metilación no dependa de ningún 
tipo de ADN estándar [139, 144] y sólo dependa de la calidad de la amplificación de cada 
una de las muestras pacientes con EAE y controles.  
Por otro lado, la metodología MS-HRM tiene como resultado final el hallazgo del porcentaje 
de metilación promedio de todas las CpGs evaluadas en una región génica de interés, 
mientras que en la metodología BSP se obtiene el porcentaje de metilación de cada CpG 
evaluada de forma individual [139], por lo tanto en la metodología MS-HRM se pueden ver 
enmascarados los patrones específicos en la metilación de CpGs individuales. Según los 
resultados de este estudio se concluyó que la metodología BSP tiene mayor sensibilidad y 
da como resultado información más precisa para el análisis de la metilación del ADN en 
las regiones estudiadas de la isla CpG de APOE y la playa de TOMM40 que la metodología 
de MS-HRM. 
Las diferencias entre los resultados obtenidos por MS-HRM y BSP también pueden 
deberse a las regiones de interés evaluadas, debido a que estas metodologías tienen 
diferentes condiciones que cumplir en el diseño de primers, como es el tamaño del 
amplificado, esto lleva a que difícilmente puedan cubrir exactamente la misma región 
génica [143] [138], en este caso aunque los primers diseñados para ambas metodologías 
evalúan la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMM40, las regiones específicas que 
amplifican los primers de cada metodología no son idénticas. La región evaluada de la isla 
CpG de APOE con los primers de la metodología MS-HRM está a 235 pb corriente arriba 
de la región evaluada con los primers de la metodología BSP, mientras que la región 
evaluada de la playa CpG de TOMM40 con los primers de la metodología MS-HRM aunque 
se sobrelapa con la región evaluada con los primers de BSP, es más pequeña y contiene 
menos CpGs. 
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De otra parte, los factores atribuidos a la complejidad inherente de trabajar con muestras 
humanas pueden influenciar en estas discrepancias en los resultados [128], dado que la 
metilación del ADN es tejido específica, una limitación de los estudios en sangre completa 
es que esta es una colección de diferentes tipos de células, cada una con un perfil de 
metilación diferente [150], lo cual puede contribuir a estas divergencias en los resultados, 
por otro lado, existe una alta variabilidad de las marcas epigenéticas entre individuos que 
es influenciada por los diferentes estilos de vida [128]. 
Por otro lado, mediante el uso de la metodología BSP se identificó una tendencia hacia la 
hipometilación en los pacientes con EAE respecto a los controles en la CpG 148 de APOE 
y la CpG 141 de TOMM40. Diferentes informes indican hipometilación global y en algunos 
genes asociados con EAE [151-153], entre ellos APOE [116]. Además, se reconoce que 
con el aumento de la edad la memoria y las habilidades de aprendizaje declinan, lo cual 
se puede relacionar con la reducción general de la metilación del ADN [154]. 
Estudios en cerebros señalan que la metilación del ADN en la isla CpG de APOE influye 
en la actividad transcripcional, no solo de APOE sino también de TOMM40, existiendo una 
correlación positiva entre los niveles de metilación de esta isla y la expresión de estos dos 
genes [155]. Según esta hipótesis la reducción en el porcentaje de metilación de la CpG 
148 de APOE y de la CpG141 de TOMM40 puede significar una menor expresión de 
proteína ApoE y Tomm40 en sangre en los pacientes con EAE.  La proteína ApoE juega 
un papel clave en el metabolismo de lípidos, incluyendo la redistribución de lipoproteínas 
y colesterol. ApoE se encuentra presente en abundancia en el sistema nervioso central, 
donde promueve el transporte de lípidos desde y hacia las neuronas dañadas, y por lo 
tanto conduce a funciones importantes en el mantenimiento, reparación y homeostasis 
neuronal, los cuales pueden verse afectados debido a la baja en su expresión. Se ha 
reportado previamente que los pacientes con EA tienen niveles bajos de ApoE en plasma 
[156, 157], sobre este efecto la metilación del ADN de la isla CpG de APOE y la disminución 
de los niveles de metilación de la CpG148 de APOE, podrían dar hacia delante una 
explicación. 
Si los niveles de proteína Tomm40 se reducen, pueden llevar a la disfunción mitocondrial 
evidenciada en EAE; esta reducción en la expresión puede ser causada, en cierta medida, 
por la disminución de los niveles de metilación de la CpG141 de la región evaluada en 
TOMM40 en pacientes con EAE. Igualmente, se ha observado una reducción en la 
expresión de TOMM40 en sangre de pacientes con EAE [158]. No se conocen aún estudios 
que analicen la metilación del ADN en TOMM40 y su expresión, por lo que no es claro 
cómo se correlacionan estos factores. Por lo tanto, no es posible aproximar una conclusión 
acerca del efecto que tiene la metilación de la CpG141 de TOMM40 sobre su expresión. 
La importancia de estos hallazgos se refleja en que la disfunción mitocondrial evidenciada 
en pacientes EAE, conduce a una disminución de la actividad citocromo oxidasa C, y 
alteración de la morfología mitocondrial [159]. Además, el complejo TOMM40 cumple un 
papel importante en la entrada de proteínas a la mitocondria, lo cual es importante para la 
biogénesis de organelos y la viabilidad celular. La proteína Tomm40 hace parte de este 
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complejo formando un canal que permite el paso de proteínas clivadas y no clivadas [160, 
161]. Igualmente, Tomm40 colocaliza con APP dentro de la mitocondria en cerebros de 
pacientes con EAE observándose una acumulación de APP [39]. 
La CpG155 de TOMM40 presenta un porcentaje menor de metilación en los portadores del 
genotipo GG en el SNP rs2075650 de TOMM40 a medida que aumenta la edad de inicio. 
Este hallazgo, puede estar correlacionado con resultados reportados en población 
colombiana [8], en que se evidencia asociación entre el rs2075650 de TOMM40 y la EAE, 
y en la que los pacientes portadores de alelo G anticipan en seis años el comienzo de la 
EAE comparado con los portadores del alelo A, estos resultados pueden sugerir que existe 
una fuerte asociación de este SNP de TOMM40 con la edad de inicio, tanto a nivel genético 
como epigenético. Es importante resaltar que las CpGs 155 y 130 de TOMM40, presentan 
un porcentaje de metilación mayor en los portadores del genotipo GG del SNP rs2075650 
de TOMM40 independientemente de su diagnóstico.  
Por otro lado, los niveles de metilación en la CpG148 de APOE también se ven afectados 
por la presencia del genotipo GG (rs2075650) de TOMM40, pero en este caso se observa 
una disminución en la metilación en esta CpG en los portadores de este genotipo. Este 
resultado puede indicar que el genotipo GG puede influenciar los niveles de metilación 
tanto en CpGs de TOMM40 como en los de APOE, lo cual debe ser confirmado ampliando 
la muestra de estudio e incluyendo controles portadores del genotipo GG, debido a que los 
sujetos portadores del genotipo GG evaluados en este proyecto corresponden a pacientes 
con EA.  
Las CpGs 162 y 182 de APOE tienen menor porcentaje de metilación en los portadores 
del alelo ε4 de APOE independientemente de su diagnóstico, lo cual podría explicar varios 
hechos funcionales. Las isoformas de ApoE son metabólicamente diferentes, tanto en su 
afinidad por las partículas de lipoproteínas, como en su unión a los receptores de 
lipoproteínas de baja densidad (LDL) [5]. 
ApoE ha sido implicado en la deposición o despeje del Aβ, función dependiente de la 
isoforma. La isoforma E4 está asociada con EAE y sus procesos patogénicos, tales como 
la agregación de Aβ, formación de ovillos, procesamiento amiloidogénico y toxicidad 
neuronal, mientras que la isoforma E3 está asociada con funciones del cerebro sano como 
la reparación sináptica, plasticidad sináptica, transporte de colesterol y eliminación de Aβ 
[5]. 
Los tres alelos comunes de APOE son definidos por dos SNPs (rs429358 y rs7412) que 
se encuentran en el exón 4, el cual se sobrelapa con una isla CpG bien definida. Ambos 
SNPs cambian no solo el codón del aminoácido sino que también la cantidad de 
dinucleótidos CpG, la presencia del alelo ε4 cambia el paisaje de la metilación de la isla de 
APOE agregando un CpG extra [116, 155]. Estos SNPs que alteran los CpGs tienen el 
potencial de modular los niveles de metilación del ADN y también la transcripción génica, 
esta alteración epigenética contribuye a la susceptibilidad a EA [116]. Estudios previos han 
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reportado diferencias en la metilación del ADN en la isla CpG de APOE en presencia del 
alelo ε4, sugiriendo una regulación epigenética compleja entre el alelo ε4 y EA [116, 155]. 
En el locus APOE existe una red compleja de regulación transcripcional, cuya actividad 
puede ser modificada por los alelos ε2, ε3 y ε4 de APOE que se encuentran dentro de su 
isla CpG y pueden alterar la expresión de los genes ubicados en este locus; en particular, 
se ha evidenciado que el alelo de riesgo ε4 presenta una actividad enhancer potencial 
[155], la cual puede ser alterada por la metilación y puede modular la expresión génica 
tanto del gen APOE como el de TOMM40 de una forma específica al haplotipo de sus 
respectivos promotores y del tipo de célula [155]. 
Debido a que los alelos de APOE no solo tienen efecto funcional a nivel de alterar la 
estructura de la proteína codificada, sino que estos alelos también remodelan el contenido 
de dinucleótidos CpGs y el paisaje epigenético de la isla CpG de APOE, además de regular 
como enhancer o silenciador la expresión de genes vecinos como APOE, TOMM40 y 
APOC1, se considera que estos alelos llevan instrucciones biológicas pleotrópicas [116, 
155].  
Aunque se ha reportado previamente el efecto del SNP rs2075650 de TOMM40 sobre la 
actividad promotora y la expresión de TOMM40 [53], no se ha relacionado el efecto de este 
SNP con la metilación del ADN. Según los resultados obtenidos en este proyecto, el SNP 
tiene un efecto sobre la metilación del ADN tanto de APOE y TOMM40, sugiriendo que una 
región haplotípica más amplia podría tener un efecto sobre la metilación del ADN.  
Las CpGs 162 y 213 de APOE presentan diferencias estadísticamente significativas en la 
metilación con respecto a la edad de inicio, a medida que aumenta la edad de inicio de la 
enfermedad el porcentaje de metilación disminuye. Es de gran importancia identificar las 
diferencias en los patrones de metilación según la edad de inicio de los síntomas, lo cual 
puede ser útil en un futuro para intentar retrasar la edad de inicio de la EA.  
Las diferencias significativas encontradas en este proyecto entre la metilación del ADN en 
las regiones analizadas de la isla CpG de APOE y la playa de la isla CpG de TOMM40, no 
solo entre los pacientes y los controles, sino también en portadores y no portadores de 
ciertos alelos, indican la gran complejidad de esta región a nivel epigenético y demuestran 
que la metilación del ADN es un proceso dinámico, que no se puede generalizar.  
Aunque los estudios de metilación del ADN y su relación con la EA van en aumento, la 
mayoría de estos se realizan en población caucásica y asiática. De acuerdo con nuestras 
revisiones, este estudio es el primero en analizar la metilación del ADN en APOE y 
TOMM40 de pacientes con EAE en población colombiana, lo cual es importante para 
caracterizar dicha enfermedad en nuestra población. 
La identificación de las CpGs individuales que presentan diferencias significativas en su 
porcentaje de metilación y su implicación en la patogénesis de la EA, es de gran 
importancia debido a que pueden llegar a ser posibles blancos terapéuticos. 
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Debido a la dificultad de estudiar la metilación del ADN en EA en muestras de cerebros por 
la poca disponibilidad de estos tejidos, el estudio de este mecanismo en sangre periférica 
puede ser de gran utilidad, debido a que la extracción de sangre es sencilla, barata y menos 
invasiva que una punción lumbar, además de tener la posibilidad de tomar múltiples 
muestras. Se ha reportado que aproximadamente 500 mL de líquido cefalorraquídeo es 
absorbido en la sangre diariamente [162], también hay evidencia de disfunción de la 
barrera hematoencefálica en EA y otros desordenes neurodegenerativos, lo cual puede 
potenciar el intercambio de proteínas entre fluidos [163]. La EA también afecta PBMCs 
(Peripheral Blood Mononuclear Cells), así que las PBMCs puede ser un modelo útil de la 
regulación génica en el cerebro [164]. Se ha demostrado que las PBMCs comparten mucho 
del ambiente bioquímico no sináptico de las neuronas y contienen la totalidad de las 
enzimas epigenéticas encontradas en la mayoría de los tejidos, incluyendo neuronas y 
células periféricas nucleadas [165, 166]. Sin embargo, aunque la evidencia sugiere que la 
sangre periférica puede proveer información acerca de la alteración de la metilación en el 
cerebro [167], se han reportado resultados conflictivos en estudios de metilación del ADN 
en sangre y EA [114, 121, 127]. 
Debido a que se conoce poco acerca de las diferencias metilomicas normales entre las 
distintas áreas funcionales del cerebro y cómo estas se reflejan en los patrones observados 
en tejidos periféricos de fácil acceso como la sangre, el Epigenomics Mapping Consortium 
centró sus esfuerzos en determinar estas diferencias e identificó que los perfiles de 
metilación del ADN canónicos no difieren entre tejidos, además de determinar que las 
diferencias en la metilación del ADN entre individuos están correlacionadas en tejidos 
cerebrales y sangre periférica [167], estos resultados ayudan a comprender la utilidad 
potencial de usar la metilación del ADN en tejidos periféricos como un indicador de la 
metilación del cerebro, aunque es de gran importancia identificar la magnitud en la cual la 
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6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
Al analizar la metilación del ADN de la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMM40 en 
sangre periférica de pacientes con EAE y controles colombianos mediante las 
metodologías MS-HRM y BSP, se encontraron discrepancias entre los resultados 
obtenidos mediante ambas técnicas.  Dichas diferencias se atribuyen a sensibilidad de las 
técnicas, diferencias en las regiones génicas que se cubrieron para el análisis y las 
diferencias entre células, entre otros aspectos. Mediante este proyecto se logró determinar 
que la metodología BSP ofrece información más precisa sobre el estado de metilación de 
las regiones analizadas.  
Se identificó que las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la playa CpG de 
TOMM40, tanto en pacientes como en controles se encuentran hipermetiladas, lo cual 
coincide con lo previamente reportado en APOE en tejido cerebral. Debido a que no hay 
reportes en la literatura para la playa de TOMM40, se puede indicar que este es un primer 
informe sobre la metilación de esta región de ADN. 
Mediante la metodología BSP se encontró una tendencia a la hipometilación en pacientes 
con EAE en dos CpGs, la CpG 148 de APOE y la CpG 141 de TOMM40. 
Independientemente del diagnóstico, los portadores del alelo ε4 de APOE tienen menor 
porcentaje de metilación en la CpG 162 y CpG 182 de APOE, mientras que los portadores 
del genotipo GG del SNP rs2075650 de TOMM40 tienen diferencias en el porcentaje de 
metilación, disminuyendo en la CpG 148 de APOE y aumentando en la CpG 130 y CpG 
155 de TOMM40. Por otro lado, a medida que aumenta la edad de inicio disminuye la 
metilación en la CpG 148, CpG 162 y CpG 213 de APOE y CpG 155 de TOMM40.  
La identificación de las CpGs individuales que presentan diferencias significativas en su 
porcentaje de metilación y su implicación en la patogénesis de la EA, es de gran 
importancia debido a que pueden llegar a ser posibles blancos terapéuticos. 
Las diferencias significativas encontradas en este proyecto entre la metilación del ADN en 
las regiones analizadas de la isla de APOE y la playa de la isla de TOMM40, no solo entre 
los pacientes y los controles, sino también en portadores y no portadores de ciertos alelos, 
indican la gran complejidad de esta región a nivel epigenético.




Los cambios en la metilación del ADN encontrados probablemente modulan y alteran 
potencialmente los perfiles de expresión tanto en APOE como en TOMM40 con posibles 
implicaciones en el metabolismo de lípidos y función mitocondrial que pueden influenciar 
los procesos fisiopatológicos de EA. 
6.2 Recomendaciones 
Aunque algunos resultados de este estudio fueron estadísticamente significativos, fueron 
basados en un número relativamente pequeño de muestras, por lo tanto se sugiere que 
estos sean verificados en estudios futuros con un tamaño de muestra mayor, en donde se 
incluyan controles sanos portadores del genotipo GG del SNP rs2075650 de TOMM40, los 
cuales no estuvieron presentes en la muestra analizada en este trabajo.  
 
En este trabajo se analizaron tres SNPs, los rs429358 y rs7412 de APOE que determinan 
sus alelos y el rs2075650 de TOMM40, y su relación con los niveles de metilación del ADN 
en las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMM40, pero 
reportes en la literatura han evaluado múltiples SNPs y haplotipos en los promotores de 
estos dos genes y su influencia en los niveles de metilación de la isla CpG de APOE, por 
lo tanto se propone ampliar el número de SNPs evaluados en ambos genes para identificar 
las relaciones de estos con los niveles de metilación del ADN tanto en la isla CpG de APOE 
como en la playa CpG de TOMM40. 
 
Debido a los resultados obtenidos es importante realizar ensayos de expresión para 
determinar el efecto de la metilación del ADN de la isla CpG de APOE y de la playa CpG 
de TOMM40 en los niveles de proteína ApoE y Tom40 en sangre periférica tanto en 
controles sanos como en pacientes con EA.  
 
Otro aspecto para continuar con la investigación realizada en este proyecto, es la 
realización de estudios longitudinales para identificar los cambios en la metilación del ADN 
en las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMM40 a lo largo 
de los años en un mismo individuo. En el seguimiento longitudinal del grupo de controles 
se pueden identificar los cambios en la metilación del ADN normales del proceso del 
envejecimiento, mientras que en el grupo de pacientes con EA se podría relacionar el 
comportamiento de la metilación del ADN con el avance de la enfermedad y el decline de 
ciertas funciones cognitivas. En estos futuros estudios longitudinales también se pueden 
tener en cuenta estados intermedios de la evolución de la enfermedad como es el caso del 
deterioro cognitivo leve, para identificar cuáles son los cambios en la metilación del ADN 
que pueden llevar a que se desarrolle o no una demencia. 
Adicionalmente, estudios posteriores donde se puedan obtener muestras de tejido cerebral 
y sangre periférica de un mismo individuo que permitan la caracterización completa de los 
perfiles de la metilación del ADN de las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la 
playa de la isla CpG de TOMM40 en varios tipos celulares, ayudarán a generar información 
adicional para interpretar la magnitud en la cual la composición celular afecta los niveles 
de metilación del ADN en diferentes tejidos. 
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El método de conversión con bisulfito de sodio usado en este trabajo no permite distinguir 
entre 5mC y 5hmC, es posible que una proporción de la metilación cuantificada represente 
5hmC, una forma intermediaria de la demetilación que puede tener consecuencias 
biológicas diferentes que 5mC en EA, por lo tanto se sugiere analizar los niveles de 5hmC 









































































A. Protocolo Kit de Extracción de 
ADN ReliaPrep Blood gDNA Miniprep 
System™ (A5082)- PROMEGA 
1. Descongele la sangre a temperatura ambiente y mezcle en el vortex por 10 minutos.  
2. Ponga 20 µl de Proteinase K (PK) Solution en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 
3. Resuspenda bien la sangre y adicione 200 µl de sangre (sin coágulos) en el tubo que 
contiene Proteinase K (PK) Solution, y mezcle brevemente.  
4. Adicione 200 µl de Cell Lysis Buffer (CLD) al tubo y mezcle con vortex por al menos 10 
segundos.  
IMPORTANTE: Este paso de vortex es esencial para obtener un buen rendimiento.  
5. Incube a 56°C en un baño de María por 10 minutos. 
6. Mientras la muestra de sangre está encubándose, ponga las ReliaPrep Binding Column 
dentro de un Collection Tube vacío.  
7. Saque los tubos del baño de María. Adicione 250 µl de Binding Buffer (BBA), tape el 
tubo y mezcle en el vortex por 10 segundos.  
Nota: En este paso el lisado debe ser de un color verde oscuro. 
IMPORTANTE: Este paso de vortex es esencial para obtener un buen rendimiento. 
8. Adicione el contenido del tubo a la columna ReliaPrep Binding Column, tápela y póngala 
en la microcentrifuga.  
9. Centrifugue por 1 minuto a la maxima velocidad. Asegúrese de que el lisado haya 
pasado completamente a través de la membrana de la columna. Si el lisado todavía sigue 
en la parte superior de la membrana, centrifugue por otro minuto. 
10. Remueva el tubo colector que contiene el sobrenadante y descártelo.  
11. Ponga las columnas en un nuevo tubo colector. Adicione 500 µl de Column Wash 
Solution (CWD) a la columna, y centrifugue por 3 minutos a la maxima velocidad. Descarte 
el sobrenadante.  
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Nota: Si la solución de lavado permanece en la membrana, centrifugue la columna por otro 
minuto. 
12. Repita el paso 11 dos veces para un total de tres lavados. 
13. Ponga la columna en un tubo eppendor de 1.5 µl nuevo. 
14. Adicione 60 µl de Nuclease-Free Water a la columna. Centrifugue por 1 minuto a 
maxima velocidad.  























B. Protocolo del Kit de Conversión 
con Bisulfito de Sodio EZ DNA 
Methylation- Direct Kit (D5021)- 
ZymoResearch 
Preparación del reactivo de conversión CT (CT Conversion Reagent) 
1. Adicione 790 µl de M-Solubilization Buffer y 300 µl de M-Dilution Buffer a un 
tubo de Reactivo de Conversión CT (CT Conversion Reagent). 
2. Mezcle a temperatura ambiente dando vortex frecuente durante 10 minutos. 
3. Adicione 160 µl de M-Reaction Buffer y mezcle en vortex por 1 minuto. 
Para mejores resultados, el reactivo de Conversión CT debe ser usado inmediatamente 
después de la preparación. Si no se usa inmediatamente, la solución del reactivo de 
conversión CT puede ser almacenada hasta un mes a -20°C. La solución del reactivo de 
conversión CT almacenado debe ser calentada a 37°C, luego mezclado con vortex antes 
de su uso. Se recomienda marcar el tubo del reactivo de Conversión CT con la fecha de 
preparación y el número de reacciones que quedan.  
Conversión del DNA con bisulfito 
1. Cuantifique el DNA extraído. La muestra de DNA para convertir con bisulfito 
debe tener una concentración de 400 ng en 20 µl, para llegar a esta 
concentración el DNA puede ser mezclado con agua libre de nucleasas. 
2. Adicione 20 µl de la muestra a 130 µl de solución del reactivo de conversión 
CT en un tubo de PCR. Mezcle la muestra y luego centrifugue brevemente 
para asegurarse que no haya gotas en la tapa o en las paredes del tubo. 
3. Ponga los tubos de PCR en un termociclador que tenga un rango de 
volumen de la muestra de 100 µl (SureCycle 8800- Agilent Thecnologies) y  
realice los siguientes pasos: 
- 98°C por 8 minutos. 
- 64°C por 3.5 horas. 
- 4°C hasta por 20 horas. 
Se recomienda realizar las columnas inmediatamente.  
4. Adicione 600 µl de M-Binding Buffer en la columna Zymo-Spin™ IC y ponga 
la columna en un tubo recolector. 
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5. Ponga la muestra del paso 3 en la columna Zymo-Spin™ IC que contiene 
el M-Binding Buffer. Cierre la tapa y mezcle invirtiendo la columna varias 
veces.  
6. Centrifugue a máxima velocidad (≥ 10,000 x g) por 30 segundos. Descarte 
el sobrenadante. 
7. Adicione 100 µl de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugue a máxima 
velocidad por 30 segundos. 
8. Adicione 200 µl de M-Desulfonation Buffer a la columna y deje a 
temperatura ambiente (20°C -30°C) por 20 minutos. Después de la 
incubación, centrifugue a máxima velocidad por 30 segundos. 
9. Adicione 200 µl de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugue a máxima 
velocidad por 30 segundos. Adicione otros 200 µl de M-Wash Buffer y 
centrifugue a máxima velocidad por 40 segundos. 
10. Ponga la columna en un tubo de 1.5 ml de microcentrífuga. Adicione 16.5 
µl de M-Elution Buffer directamente a la matriz de la columna. Centrifugue 










C. Primers diseñados para MS-HRM 
Gen 
Descripción 
de la región 
genómica 
Localización de 
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D. Primers diseñados para BSP 
Gen 
Descripción 
de la región 
genómica 
Localización de 

























































E. Condiciones MS-HRM APOE 
A 
Reactivos Volumen (µl) 
Precision Melt Supermix- BIORAD (2x) 5,5  
Primer Forward (10 µM) 0,22  
Primer Reverse (10 µM) 0,22  
ADN convertido con bisulfito (14 ng/µl) 1,80  
Agua libre de nucleasas 3,26  




(A) Reactivos y cantidades para la reacción de MS-HRM de APOE. Las cantidades de reactivos 
hacen referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD) 
estandarizado para MS-HRM de la región evaluada de APOE. Los pasos dos al cuatro hacen parte 
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F. Condiciones MS-HRM TOMM40 
A  
Reactivos Volumen (µl) 
Precision Melt Supermix- BIORAD (2x) 5,5  
Primer Forward (10 µM) 0,22  
Primer Reverse (10 µM) 0,22  
ADN convertido con bisulfito (14 ng/µl) 1,80  
Agua libre de nucleasas 3,26  




(A) Reactivos y cantidades para la reacción de MS-HRM de TOMM40. Las cantidades de reactivos 
hacen referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD) 
estandarizado para MS-HRM de la región evaluada de TOMM40. Los pasos dos al cuatro hacen 


















(A) Curvas de diferencia de melting del ADN estándar visualizadas en el software Precision Melt 
Analysis (BIORAD). Temperatura de melting en grados centígrados vs. RFU diferenciales. Cada 
curva hace referencia a una muestra de ADN estándar y cada color a un cluster de agrupamiento. 
La línea roja vertical, señala el pico más alto de todas las curvas y la temperatura de melting a la 
que se debe analizar los datos de RFU diferenciales [143]. (B) Agrupamiento en clusters del ADN 
estándar con porcentaje de metilación conocido, cada cluster es identificado con un color que se 
evidencia en las curvas de diferencia de melting.  
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H. Ejemplo de curva estándar para 








SD RFU CV RFU 
100% 0,36 
0,39 0,009021841 2% 100% 0,35 
100% 0,46 
75% 0,30 
0,31 0,002595391 1% 75% 0,30 
75% 0,35 
50% 0,21 
0,21 0,00211424 1% 50% 0,21 
50% 0,20 
0% -0,05 





(A) Ejemplo de análisis de datos para generar curva estándar realizado en Excel. RFU diferenciales 
a la temperatura de melting del pico más alto de todas las curvas de diferencia de melting del ADN 
estándar. SD (Desviación estándar). CV (Coeficiente de variación). (B) Ejemplo de curva estándar 




































I. Condiciones BSP APOE 
A 
Reactivos Volumen (µl) 
Buffer (10X)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 2  
MgCl2 (25 mM)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 1,5 
DMSO 1,25 
Primer Forward (10 µM) 2  
Primer Reverse (10 µM) 2  
dNTPs (10 µM) 1,6  
Maxima Hot Start Taq DNA (5U/ µl)- Thermo 
Scientific 
0,2 
ADN convertido con bisulfito  2  
Agua libre de nucleasas 7,45 
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(A) Reactivos y cantidades para la reacción de BSP de APOE. Las cantidades de reactivos hacen 
referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD) estandarizado 
para BSP de la región evaluada de APOE. (C) Gel de agarosa al 1.5% con productos de BSP de 
APOE de muestras de pacientes (ALZ) y controles (C y SPC). Marcador de peso (MP) 50 pb Step 





















J. Condiciones BSP TOMM40 
A 
Reactivos Volumen (µl) 
Buffer (10X)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 2  
MgCl2 (25 mM)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 1,5 
DMSO 1,25 
Primer Forward (10 µM) 2  
Primer Reverse (10 µM) 2  
dNTPs (10 µM) 1,6  
Maxima Hot Start Taq DNA (5U/ µl)- Thermo 
Scientific 
0,2 
ADN convertido con bisulfito  2  
Agua libre de nucleasas 7,45 
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(A) Reactivos y cantidades para la reacción de BSP de TOMM40. Las cantidades de reactivos hacen 
referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD) estandarizado 
para BSP de la región evaluada de TOMM40. (C) Gel de agarosa al 1.5% con productos de BSP de 
TOMM40 de muestras de controles (C y SPC). Marcador de peso (MP) 50 pb Step ladder- 




















K. Protocolo de purificación de 
productos de PCR  
IMPORTANTE: Todos los reactivos utilizados para la purificación deben estar fríos, se 
recomienda mantenerlos en hielo.  
 
1.  En un tubo eppendorf de 1.5 ml adicione 2.5 µl de Acetato de Amonio (NH4Ac) 5M a de 
25 µl de producto de PCR.  
NOTA: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los cálculos 
correspondientes de Acetato de Amonio.  
 
2. Adicionar 50 µl de etanol al 100% frío 
NOTA: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los cálculos 
correspondientes de etanol al 100%.  
 
3. Centrifugue por 30 minutos a 15 rpm en la centrifuga refrigerada a 4°C. 
 
4. Descarte el sobrenadante cuidadosamente. 
 
5.  Adicione 200 µl de etanol al 75% frío. 
 
6. Centrifugue por 20 minutos a 15000 rpm en la centrifuga refrigerada a 4°C. 
 
7. Descarte el sobrenadante cuidadosamente. 
 
8. Repita los pasos 5 al 7. 
 
9. Lleve las muestras al SpeedVac por 5 minutos o deje los tubos abiertos hasta que el 
etanol se evapore por completo.  
 
10. Resuspenda en 15 µl de agua y guarde las muestras a 4°C. 
 
11. Compruebe la purificación realizando un gel de agarosa al 1.5%, sembrando 3 µl del 
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